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hidrolisado lignocelulósico. 2020. 82 p. Doutorado em Tecnologias Químicas e 
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Várias espécies de leveduras tem sido avaliadas para a produção de combustíveis e 
produtos químicos a partir de açúcares presentes na biomassa lignocelulósica. O 
hidrolisado lignocelulósico contém açúcares e também compostos que inibem o 
metabolismo microbiano, como ácidos orgânicos, furaldeídos e compostos fenólicos. 
Compreender a resposta de leveduras a esses compostos inibitórios é importante para o 
desenvolvimento de bioprocessos. Nesse contexto, o objetivo geral desse trabalho foi 
identificar novas linhagens de leveduras capazes de metabolizar xilose e caracterizar a 
resposta fisiológica de diferentes espécies em termos de tolerância a inibidores presentes 
em hidrolisados lignocelulósicos.  Inicialmente, as linhagens de leveduras JA1 e JA9, 
previamente isoladas de madeira em decomposição, foram identificadas pela análise de 
dados de sequência de DNA das regiões D1/D2 e região ITS 5.8S. Em seguida, o 
potencial de assimilação de xilose e produção de xilitol dessas linhagens foi avaliado em 
meio contendo xilose, mistura de xilose-glicose e em hidrolisado lignocelulósico. As 
linhagens foram identificadas como Spathaspora sp. JA1 e Meyerozyma caribbica JA9, 
e ambas se destacaram pela capacidade de produção de xilitol em meio sintético e em 
hidrolisado de biomassa de cana de açúcar. De fato, Spathaspora sp. JA1 produziu 22,62 
g/L de xilitol, com rendimento de 0,58 g/g em hidrolisado. Em um segundo momento, a 
tolerância e a resposta fisiológica de 7 leveduras industriais de Saccharomyces cerevisiae 
e 7 leveduras não-Saccharomyces em relação a inibidores selecionados de hidrolisados 
lignocelulósicos foram avaliadas. Comparou-se o perfil de crescimento das 14 leveduras 
na presença de três concentrações diferentes de furaldeídos (furfural e 5-hidroximetil-
furfural - HMF), ácidos orgânicos (ácido acético e ácido fórmico) e compostos fenólicos 
(vanilina, seringaldeido, ácidos ferúlico e ácido cumárico). Baseado no perfil de 
crescimento das leveduras, 7 delas foram selecionadas para análise do perfil fermentativo 
na presença de ácido acético, HMF e vanilina, os compostos inibidores mais tóxicos nas 
condições testadas. Candida tropicalis JA2, Meyerozyma caribbica JA9, 
Wickerhamomyces anomalus 740, S. cerevisiae JP1, B1.1 e G06 foram selecionadas 
porque se mostraram mais tolerantes aos compostos testados, enquanto Spathaspora sp. 
JA1 foi selecionada por seu bom desempenho no consumo de xilose e produção de xilitol. 
Os resultados obtidos mostraram uma resposta dose-dependente das leveduras em relação 
aos oito inibidores avaliados. Entre as leveduras comparadas, as linhagens de S. cerevisiae 
apresentaram maior tolerância aos compostos fenólicos e furaldeídos, 3 delas com maior 
tolerância que as demais. Com relação às leveduras não-Saccharomyces, C. tropicalis 
JA2 e W. anomalus 740 apareceram como as mais tolerantes, enquanto as cepas de 
Spathaspora foram as mais sensíveis aos diferentes inibidores. Esses resultados 
demonstram a importância da caracterização fisiológica de diferentes linhagens e espécies 
de leveduras Saccharomyces e não-Saccharomyces. 
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Several yeast species were evaluated for the production of fuels and chemicals from 
sugars present in lignocellulosic biomass. The lignocellulosic hydrolysate also contains 
compounds that inhibit microbial metabolism, such as organic acids, furaldehydes and 
phenolic compounds. Understanding the response of yeasts to these inhibitory 
compounds is important for the development of different bioprocesses. The general 
objective of this work was to identify new yeast strains capable of metabolizing xylose 
and to characterize the physiological response of different species in terms of tolerance 
to inhibitors present in lignocellulosic hydrolysates. Initially, the yeast strains JA1 and 
JA9, previously isolated from decomposing wood, were identified by analyzing DNA 
sequence data from D1/D2 regions and ITS 5.8S region. Then, the potential for 
assimilation of xylose and production of xylitol from these strains was evaluated in a 
medium containing xylose, a mixture of xylose-glucose and in lignocellulosic 
hydrolysate. The strains were identified as Spathaspora sp. JA1 and Meyerozyma 
caribbica JA9, and both stood out for their capacity to produce xylitol in synthetic 
medium and in sugarcane biomass hydrolysate. In fact, Spathaspora sp. JA1 produced 
22.62 g/L of xylitol, with yield of 0.58 g/g in hydrolysate. In a second step, the tolerance 
and physiological response of 7 industrial yeasts of Saccharomyces cerevisiae and 7 non-
Saccharomyces yeasts in relation to selected inhibitors of lignocellulosic hydrolysates 
were evaluated. The growth profile of the 14 yeasts was compared in the presence of three 
different concentrations of furaldehydes (furfural and 5-hydroxymethyl-furfural - HMF), 
organic acids (acetic acid and formic acid) and phenolic compounds (vanillin, 
syringaldehyde, ferulic acids and coumaric acid). Based on the yeast growth profile, 7 
yeasts were selected for analysis of the fermentative profile in the presence of acetic acid, 
HMF and vanillin, the most toxic inhibitory compounds under the conditions tested. 
Candida tropicalis JA2, M. caribbica JA9, Wickerhamomyces anomalus 740, S. 
cerevisiae JP1, B1.1 and G06 were selected because they were more tolerant to the 
compounds tested, while Spathaspora sp. JA1 was selected for its good performance in 
the consumption of xylose. The results obtained showed a dose-dependent response of 
yeasts in relation to the eight inhibitors evaluated. Among the yeasts compared, the strains 
of S. cerevisiae showed greater tolerance to phenolic and furaldehydes compounds, 3 of 
them with greater tolerance than the others. Regarding non-Saccharomyces yeasts, C. 
tropicalis JA2 and W. anomalus 740 appeared as the most tolerant, while the strains of 
Spathaspora were the most sensitive to different inhibitors. These results demonstrate the 
importance of the physiological characterization of different Saccharomyces and non-
Saccharomyces yeasts and species. 
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1. Introdução  
 
Nos últimos anos, devido à crescente preocupação com o meio ambiente, preços 
e a escassez dos combustíveis fosseis em âmbito mundial, o uso de fontes de energias 
renováveis tem ganho cada vez mais atenção. O uso de energias renováveis visa a 
substituição dos combustíveis fósseis e a obtenção de diversos produtos de interesse com 
alto valor agregado (ANDRADE; CARVALHO; SOUZA, 2010). 
Nesse contexto, a biomassa lignocelulósica obtém destaque como fonte de energia 
renovável, a fim de ser utilizada na indústria, como, por exemplo, pelas biorrefinarias. As 
biorrefinarias têm como objetivo principal otimizar os recursos a partir dos resíduos, de 
forma  sustentável, minimizando seus impactos no meio ambiente (OLIVEIRA, 2016). 
No Brasil, as biorrefinarias que se baseiam na biomassa da cana-de-açúcar, por exemplo, 
geram produtos de interesse econômico, como: eletricidade, açúcar, levedura para ração 
animal e combustível (OLIVEIRA, 2016; RODRIGUES, 2011). 
A partir da biomassa lignocelulósica é possível obter o hidrolisado 
lignocelulósico, por meio de um pré-tratamento escolhido conforme o tipo de biomassa a 
ser trabalhada. Durante o pré-tratamento da biomassa lignocelulósica, ocorre a liberação 
de açúcares fermentescíveis como a glicose e a xilose, juntamente com a formação e 
liberação de inibidores. Este compostos podem ser agrupados em ácidos orgânicos, 
furaldeídos e compostos fenólicos (CARVALHEIRO; DUARTE; GÍRIO, 2008; 
FONSECA, 2009; MACHADO, 2013; RODRIGUES, 2011). 
Os inibidores afetam as vias metabólicas dos microrganismos durante os 
bioprocessos, agindo principalmente nas vias da glicólise e no ciclo do ácido cítrico. 
Assim, levam à diminuição do crescimento celular e à queda da produção do produto de 
interesse. Isso ocorre devido ao efeito negativo dos inibidores sobre o pH intracelular, 
inibição de enzimas e processos metabólicos, e a perda da integridade da membrana, entre 
outros efeitos (ALMEIDA et al., 2007; CASPETA; CASTILLO; NIELSEN, 2015). 
Alguns microrganismos como as leveduras Saccharomyces cerevisiae são 
conhecidos por tolerar os inibidores presentes no hidrolisado lignocelulósico em maiores 
níveis que bactérias (LIU; SLININGER; GORSICH, 2005). Entretanto, o não consumo 
natural de pentoses, como a xilose, presente no hidrolisado, dificulta o uso de leveduras 
Saccharomyces em bioprocessos que visam utilizar tal hidrolisado como substrato 





Algumas leveduras não–Saccharomyces aptas a consumir a xilose presente no 
hidrolisado tem sido descritas No entanto, dados comparativos sobre a tolerância dessas 
leveduras aos inibidores presentes em hidrolisados ainda são escassos na literatura. 
Estudos envolvendo apenas inibidores isolados como vanilina e seringaldeido (CORTEZ; 
ROBERTO, 2010) ,5-hidroximentil-furfural (HMF) e furfural (BLOMQVIST et al., 
2011; MUKHERJEE et al., 2017; RUYTERS et al., 2015), são relatados. Em adição, 
poucos estudos comparativos entre Saccharomyces e não – Saccharomyces foram 
realizados (PANDEY et al., 2019). 
Assim, a identificação de leveduras não-Saccharomyces que sejam tolerantes aos 
inibidores e aptas a utilizar a xilose abre perspectivas na produção de produtos gerados a 
partir do hidrolisado lignocelulósico como fonte de matéria-prima (FERREIRA et al., 
2011). 
 
2. Revisão Bibliográfica 
 
2.1. Biomassa lignocelulósica 
A biomassa lignocelulósica é composta por três componentes principais: pela 
celulose, hemicelulose e lignina, sendo que a concentração de cada um desses 
componentes varia de espécie para espécie de vegetal. A lignocelulose está presente nas 
células dos vegetais, dando sustentação à parede celular, conforme demonstrado na 

















Figura 1. Estrutura básica da composição, da biomassa lignocelulósica, demonstrando a 
lignina, hemicelulose e celulose, distribuídas em um tecido vegetal. 
A celulose é o polissacarídeo mais abundante encontrado na Terra, sendo formada 
por moléculas de glicoses, que estão ligadas umas às outras por ligação β-1,4 e pode ser 
hidrolisada por enzimas celulases (BERGENSTRÅHLE et al., 2010). 
A hemicelulose é composta por diferentes tipos de carboidratos (ZAUTSEN, 
2011). Os principais açúcares encontrados são as pentoses, açúcares de cinco carbonos 
(arabinose e xilose) e as hexoses (glicose, galactose e manose), que estão ligadas umas às 
outras por ligações glicosídicas (ZAMPIERI, 2011). Dentre as pentoses, a xilose 
corresponde a cerca de 30% da biomassa lignocelulósica (PETRECHEN, 2017). 
A lignina é uma macromolécula amorfa com caráter hidrofóbico e aromático, além 
de possuir um alto grau de polimerização de suas unidades básicas denominadas 
fenilpropano (ZAUTSEN, 2011). O fenilpropano consiste em um anel aromático e uma 
cadeia lateral alifática de três carbonos, em que a composição da cadeia lateral é distinta, 
variando de espécie para espécie (PETRECHEN, 2017). A lignina faz ligações químicas 
com a hemicelulose e a celulose, de forma a dar rigidez à parede celular dos tecidos 









Sabendo que a composição da biomassa lignocelulósica é rica em açúcares 
fermentescíveis, é possível, por meio de etapas de para acessar esses açúcares como 
hidrolise de celulose, uso de enzimas para quebra das ligações glicosídicas; hidrolise de 
hemicelulose que usa uma variedade de enzimas para realizar essa etapa e degradação da 
lignina que age a na ação dos componentes inorgânicos e orgânicos tendo as lignases 
atuando sobre essa estrutura (MACHADO, 2013). 
Além disso é necessário um pré-tratamento e hidrólise de biomassas como palha 
de milho, bagaço de cana, palha e/ou casca de arroz, restos de madeira, entre outros, 
extrair esses açúcares e obter o hidrolisado lignocelulósico rico em açúcares, para 
utilização em bioprocessos (CANILHA et al., 2009; SÁNCHEZ; CARDONA, 2008). 
2.2. Hidrolisado lignocelulósico 
 
O hidrolisado lignocelulósico tem sua origem nos resíduos de plantas florestais 
e/ou resíduos agroindustriais que são reaproveitados pelas biorefinarias a fim de obter 
produtos com alto valor agregado como o xilitol e o etanol (BAÊTA, 2016; SOARES; 
ALMEIDA, 2018). 
O hidrolisado de bagaço de cana é composto principalmente de 45% de hexoses, 
cerca de 25% de pentoses como a xilose açúcar a qual as leveduras Saccharomyces 
cerevisiae não estão aptas a consumir naturalmente e 20% de lignina, como demostrado 
na tabela 1 (BERGMANN et al., 2019; FONSECA, 2009). Sendo assim é necessário 
liberar esses açucares com um pré-tratamento e optar por utilizar leveduras que sejam 
aptas a consumir xilose (CARVALHEIRO; DUARTE; GÍRIO, 2008; MOURO, 2012; 
ZANCANARI, 2012).  
 
Tabela 1. Composição de diferentes resíduos agrícolas. 
 





2.3. Assimilação de xilose e produção de xilitol 
 
 
A xilose é uma das fontes de carbono mais abundantes da biomassa 
lignocelulósica chegando a compor cerca de 30% da hemicelulose (ZAUTSEN, 2011). 
Ela pode ser obtida por meio do pré-tratamento da biomassa lignocelulósica e ser 
empregada em diferentes bioprocessos como, por exemplo, na produção de etanol de 
segunda geração e xilitol (ALBUQUERQUE et al., 2014). 
O xilitol é um metabolito secretado durante a assimilação de xilose (Figura 2) e é 
de grande interesse industrial como, por exemplo, das industrias odontológicas, 
farmacêuticas e alimentícias, uma vez que apresenta propriedades anticariogênicas e 
edulcorantes (ALBUQUERQUE et al., 2014; CARNEIRO; E SILVA; ALMEIDA, 2019; 
TRICHEZ et al., 2019). 
O metabolismo de xilose em leveduras se inicia pela ação da enzima xilose 
redutase, que reduz a molécula de xilose a xilitol com o auxílio de cofatores NAD(P)H+.  
Diversas xiloses redutases estão descritas na literatura que facilitam e/ou aumentam a 
assimilação da própria xilose para a conversão em xilitol e/ou etanol, aumentando a 
captação natural de xilose pela levedura (BIER et al., 2007; SERPA, 2016).  
O xilitol produzido é oxidado a xilulose pela enzima xilitol desidrogenase com o 
auxílio do cofator NAD(P)+H (KOTTER; CIRIACY, 1993; SERPA, 2016). A xilulose 
produzida é fosforilada em xilulose-5-fosfato pela ação da enzima xilulose quinase, a qual 
é metabolizada pela via das pentoses fosfato, seguindo para via da  glicólise e formando 
o etanol como produto final Figura 2 (BIER et al., 2007; FUGITA, 2010; WOHLBACH 
et al., 2011). Em alguns casos, a levedura pode vir a secretar o xilitol produzido antes de 









Figura 2. Esquema geral mostrando as rotas de conversão da xilose pela via de 
oxirredução, e as vias de formação de xilitol, xilulose-5-P e etanol. 
Fonte: Adaptado de Wohlbach et al., 2011 
2.3.1. Pré-tratamento da biomassa lignocelulósica e inibidores 
 
O pré-tratamento da biomassa lignocelulósica é uma das etapas essenciais para 
transpor barreiras químicas e físicas que dificultam o acesso aos açúcares nela 
disponíveis, devido à alta resistência da composição da biomassa lignocelulósica 
(MOSIER et al., 2005). Os diferentes tipos de pré-tratamento existentes têm como 
objetivo diminuir a resistência do material com a quebra da lignina, hemicelulose e 
facilitar a desconstrução do arranjo cristalino da celulose (ALVIRA et al., 2010; 
MACHADO, 2013). 
É necessário adequar o tipo de pré-tratamento da biomassa lignocelulósica 
conforme a característica apresentada pela matéria-prima selecionada para o processo 
fermentativo. Cada pré-tratamento selecionado tem uma ação específica para as frações 
de hemicelulose, celulose e lignina e em geral são realizados um determinando tipo de 
pré-tratamento para em seguida ser realizada a hidrólise enzimática dos constituintes da  
biomassa (MACHADO, 2013).  
O processo de pré-tratamento mais comumente utilizado em 2011 foi  o método 
físico-químico de explosão a vapor seguido de uma hidrolise ácida (ZAUTSEN, 2011). 
Nesse tipo de pré-tratamento, a biomassa é exposta a altas temperaturas, em geral de 120 





biomassa a alta temperatura e pressão (utilizando água), seguido de uma ruptura mecânica 
dos materiais pré-tratados, seguida de uma hidrólise ácida com ácido sulfúrico 1,5% 
diluído em água. (CANILHA et al., 2009; CARVALHEIRO; DUARTE; GÍRIO, 2008).  
Outros tipos de pré-tratamentos variam conforme o tipo de biomassa escolhida e 
qual fração da lignocelulose se pretende realizar a hidrolise. Alguns desses pré-
tratamentos são o pré-tratamento o microbiológico que gera coprodutos de interesse 
formando quantidades mínimas de resíduos (MACHADO, 2013).  
O pré-tratamento químicos que tendem a solubilizar a hemicelulose e lignina 
elevando a exposição da celulose ao ataque enzimático, sendo a hidrolise de ácido diluído 
mais eficaz na solubilização da fração hemicelulósica. Pré-tratamento com água em altas 
temperaturas que geralmente é utilizada entre 130 e 250 °C, pode apresentar resultados 
de extração da hemicelulose comparáveis aos ácidos diluídos. (CANILHA et al., 2009; 
CARDOSO et al., 2012; CARVALHEIRO; DUARTE; GÍRIO, 2008; MACHADO, 
2013).  
Durante as etapas de pré-tratamento e hidrólise, a biomassa pode sofrer uma perda 
considerável dos açúcares presentes na matéria-prima e levar à formação e liberação de 
inibidores, que afetam negativamente o metabolismo microbiano (MEIGHAN, 2016). 
Esse efeito negativo no microrganismo pode acarretar na queda de produção do produto 
de interesse, durante os bioprocessos (ALMEIDA et al., 2007). Os inibidores formados 
durante o pré-tratamento da biomassa lignocelulósica são agrupados em três classes 
principais: ácidos orgânicos, compostos furaldeídos e compostos fenólicos, como 






Figura 3. Esquema demonstrando origem dos inibidores a partir do pré-tratamento da 
biomassa lignocelulósica. 
Fonte: Adaptado de (ALMEIDA et al., 2007) 
2.3.1.1. Ácidos orgânicos, Compostos Furaldeídos e Compostos Fenólicos 
 
Os ácidos orgânicos são ácidos naturalmente encontrados em todos os organismos 
e possuem em sua estrutura um grupo carboxila em geral de baixo peso molecular que 
são utilizados em seus processos  do ciclo de solo como, por exemplo, na destoxificação 
de metais no solo pelas plantas e absorção de nutrientes por microrganismos (JONES, 
1998). São caracterizados por liberarem prótons do seu grupo carboxila em água. São 
encontrados em suas formas não dissociadas, ou seja, lipossolúveis, sendo capazes de 
difundir pela membrana citoplasmática (JONES et al., 2003).  
Uma vez no citoplasma, os ácidos orgânicos são dissociados devido ao pH do 
citoplasma (~7,5), e provocam uma redução do pH intracelular em níveis abaixo do limite 
tolerável pelo microrganismo (FONSECA, 2009). Ao reduzir o pH intracelular do 
microrganismo, o acúmulo de prótons no citoplasma leva a um efeito inibitório do 
crescimento microbiano (ALMEIDA et al., 2007). Os principais ácidos orgânicos 
formados na hidrolise da biomassa lignocelulósica são o ácido acético, o ácido fórmico e 





O ácido acético é um importante composto inibitório do hidrolisado de biomassa 
de cana-de-açúcar, atuando sobre a fase lag do metabolismo microbiano e afetando o pH 
intracelular (ALMEIDA et al., 2007). A concentração desse composto depende da fonte 
de carbono e do método de pré-tratamento empregado (DEPARIS et al., 2017). Além do 
ácido acético, o hidrolisado pode conter outros inibidores como os furaldeídos furfural e 
HMF, os quais, combinados, podem afetar todo o metabolismo e a fermentação da 
levedura (ALMEIDA et al., 2008). 
Os compostos furaldeídos são estruturas aromáticas de cinco carbonos de baixa 
solubilidade em água e de aspectos transparentes, tendo os principais compostos desse 
grupo o furfural e o HMF (SANCHEZ; BAUTISTA, 1988). O HMF é formado pela 
desidratação das hexoses, enquanto o furfural é formado da desidratação das pentoses 
(ALMEIDA et al., 2007; DUNLOP, 1948; ULBRICHT, 1984).  
Os furaldeídos (HMF e furfural) provocam a perda da integridade da membrana e 
atuam sobre a fase lag, do microrganismo elevando o seu tempo de adaptação as 
condições do meio em que se encontra devido a presença do inibidor. Isso afeta todo o 
metabolismo microbiano ao longo do processo e como consequência provoca uma queda 
na produção dos produtos de interesse (AKILLIOGLU; MOGOL; GÖKMEN, 2011; 
ALMEIDA et al., 2009; BAPTISTA, 2013).  
Os compostos fenólicos apresentam um anel aromático em sua estrutura e são 
gerados a partir da quebra da lignina durante a fase de pré-tratamento da biomassa 
lignocelulósica (ALMEIDA et al., 2007; CASPETA; CASTILLO; NIELSEN, 2015; 
PALMQVIST; HAHN-HÄGERDAL, 2000). Os compostos mais estudados são a 
vanilina, o seringaldeido (CORTEZ; ROBERTO, 2010), os ácidos ferúlico e cumárico 
(MUSSATTO; DRAGONE; ROBERTO, 2007; XU et al., 2005). 
Estes compostos fenólicos, atuam sobre a membrana citoplasmática, afetando a 
sua integridade  e a capacidade seletiva da membrana (PALMQVIST; HAHN-
HÄGERDAL, 2000). A presença dos compostos fenólicos em concentrações elevadas (p. 
ex. > 1,5 g/L) (LYRA COLOMBI et al., 2017) dentro da célula, atua como inibidor de 
crescimento agindo durante todo o seu metabolismo, provocando um aumento da fase lag 
e uma redução do produto de interesse (BORNEMAN; AKIN; VANESELTINE, 1986; 
CORTEZ; ROBERTO, 2010; LI et al., 2010; WANG et al., 2010). 
Esses compostos inibitorios são amplamente encontrado nos hidrolisados 
lignocelulósicos, como é o caso do inibidores do hidrolisado do bagaço de cana-de-






















2.3.2. Metabolismo de inibidores e destoxificação biológica 
 
Os efeitos dos inibidores estão demonstrados no esquema geral da Figura 4. Em 
geral as células sofrem com a queda de pH intracelular, aumento da fase lag e inibição de 
todo o metabolismo microbiano (HASUNUMA; KONDO, 2012). 
 
Figura 4. Esquema demonstrando de forma geral o efeito dos inibidores sobre a célula de 
levedura. Após causar a perda da membrana, acumulam-se no citoplasma, reduzindo o 
pH neutro da célula com aumento de íons H+, isso leva a redução do pH, aumento da fase 
“lag”, inibição do metabolismo microbiano e pôr fim a diminuição do produto de 
interesse 
Fonte: Adaptado de (ALMEIDA et al., 2007; HASUNUMA; KONDO, 2012). 
 
A perda da integridade da membrana, se caracteriza pela sua capacidade de 
responder a permeabilidade, ou seja, selecionar o que entra e o que sai da célula. Alguns 
inibidores, como o ácido acético que conseguem entrar por difusão na célula, afetam a 
produção energética (ATP) afetando até enzimas como a hexoquinase e fosfofrutoquinase 
na via da glicólise, que necessitam de ATP para realizar etapas do metabolismo celular, 





microrganismo como um todo (DE MELLO et al., 2019; HASUNUMA; KONDO, 2012; 
PAMPULHA; LOUREIRO-DIAS, 1990).  
No entanto, já é conhecido na literatura que alguns microrganismos, como as 
leveduras S. cerevisiae, conseguem de diferentes formas responder à presença dos 
inibidores, conforme esquema geral da Figura 5.  
 
 
Figura 5. Esquema demonstrando, de forma geral, os mecanismos de resposta aos 
inibidores sobre a célula de levedura. A célula tende a remover inicialmente os íons H+ 
que reduzem o pH através da bomba de prótons (CASPETA; CASTILLO; NIELSEN, 
2015). Outra forma é associar o inibidor a fonte de carbono como a glicose de forma a 
quebrar a estrutura e facilitar a ação da destoxificação biológica (WANG et al., 2010). 
Ou o microrganismo se adapta ao inibidor e age sobre ele com enzimas redutases 
auxiliadas por cofatores para destoxificar o inibidor (LIU, 2018). 
  
Linhagens de S. cerevisiae são conhecidas por realizar uma atividade de 
destoxificação biológica auxiliada por atividades enzimáticas e cofatores NADH e 
NAD(P)H (LAADAN et al., 2008). Essa atividade de destoxificação por leveduras S. 
cerevisiae permite a conversão dos inibidores HMF e furfural para uma forma menos 
tóxica (LIU, 2018).   
O furfural é reduzido a álcool furfurílico por enzimas como Gre2p, Gre3p, Ald4p 
entre outras (LIU, 2018) e o HMF é reduzido a álcool hidroximetilfurfurílico, por enzimas 





participam da produção dessas enzimas na fase de estresse na presença desses compostos, 
como YAP1, PDR1, PDR3, RPN4 e HSF1 que são genes chaves e reguladores na 
adaptação a fase lag na presença de HMF, outros genes  conhecidos são as ADH6 e ADH7 
(AKILLIOGLU; MOGOL; GÖKMEN, 2011; MA; LIU, 2010; NGUYEN; IWAKI; 
IZAWA, 2015; PETERSSON et al., 2006). O foco principal da detoxificação biológica 
pelas enzimas redutases é reduzir danos causados pelos furaldeídos e proteger a 
membrana celular de danos futuros e acúmulos desses compostos no interior celular 
(TAHERZADEH et al., 2000). 
Nos compostos fenólicos os produtos da conversão podem ser utilizados como 
fontes de carbono, por fungos filamentosos, leveduras e bactérias e essa taxa está 
fortemente influenciada a quantidade de glicose presente no meio que reduz a fase lag 
potencializando a biodegradação dos compostos fenólicos (SOARES, 2012; WANG et 
al., 2010). Um exemplo é a vanilina, que ao ser assimilado pela levedura, ativa enzimas 
capazes de reduzir a composto (YI et al., 2015). Essas enzimas Adh1p, Ari1p  por sua 
vez, convertem a vanilina em vanilina álcool, como demonstrado na Figura 6 (LIU, 2018). 
 
Figura 6. Exemplo de destoxificação de um inibidor fenólico por S. cerevisiae, ao utilizar 
enzimas redutases associadas com carreadores de elétrons NADH e NADPH. 
Fonte: Adaptado de (LIU, 2018). 
As ações dessas enzimas estão diretamente ligadas à capacidade de expressão 
gênica em determinada situação de estresse, como acontece com enzimas produzidas 
pelos genes YAP1, PDR1, PDR3, PDR5, YAP5, YAP6, ADH7, ADH1, ADH6, ADH3, 
ASG1, SKS1, GIS4, VHF1, FDH1, ZWF1  and PAD1 que respondem ao estresse oxidativo 





durante a fase lag, e dando respostas ao longo do metabolismo da levedura  Algumas 
dessas enzimas são apresentadas na tabela 3 (CLAUSEN et al., 1994; GONZÁLEZ-
RAMOS et al., 2016; HASUNUMA et al., 2011; LIU, 2018; MA; LIU, 2010; NGUYEN 
et al., 2018; NGUYEN; IWAKI; IZAWA, 2015; NOGAE; JOHNSTON, 1990; 
PETERSSON et al., 2006; UŁASZEWSKI, 1993; VAGNOLI; BISSON, 1998; YE et al., 
2006).  
Tabela 3. Genes e enzimas de respostas expressos na presença de inibidores de 
hidrolisados lignocelulósicos 
 
Fonte: Criado pelo autor 
2.4. Leveduras com potencial biotecnológico  
2.4.1. Leveduras Saccharomyces 
 
A levedura S. cerevisiae é amplamente utilizada em diversos setores industriais, 
como nos setores alimentícios, na produção de pães e bebidas destiladas, e também na 
produção de biocombustível, como o bioetanol (REIS, 2011). 
Essa levedura apresenta características específicas, como rápido crescimento 
quando comparada a outras leveduras, capacidade de produzir etanol, suportar variações 





2015) e sobrevivência em níveis baixos de oxigênio (0,5% de saturação) (STECKELBERG; 
ANDRIETTA, 2001). 
As linhagens de leveduras S. cerevisiae CAT-1 e JP1 apresenta ampla adaptação 
a ambientes industriais, além de serem excelentes produtoras de etanol 
(ANTONANGELO, 2012; CHANDEL, 2018; DA SILVA FILHO et al., 2005; HOWELL 
et al., 2004). A S. cerevisiae JP1 destaca-se das demais leveduras comerciais utilizadas 
pela indústria por apresentar um aspecto fisiológico que garante a essa linhagem uma 
grande adaptação às diferentes condições citadas acima (DELLA-BIANCA et al., 2013; 
REIS et al., 2012).  
Apesar de não ser uma das preferidas de ser usada nas industrias de fermentação 
de etanol devido a sua produção de glicerol, que é acumulado no interior celular 
provocando a queda do etanol produzido no final do bioprocessos, essa adaptação pode 
vir como uma proteção natural das leveduras S. cerevisiae ou até mesmo da S. cerevisiae 
JP1 na presença dos inibidores de hidrolisado lignocelulósico, como por exemplo, na 
presença de vanilina (DE MELO, 2006; LYRA COLOMBI et al., 2017; REIS et al., 2012) 
Em estudos voltados para o uso do hidrolisado as linhagem JP1 e PE-2 avaliadas 
em hidrolisado de batata doce demonstraram que a linhagem PE-2 apresentou uma 
viabilidade celular com rendimentos de 4,5 e 6,4% superior a linhagem JP1, no entanto a 
linhagem JP1 apresenta tolerância a ser afetada por inibidores de hidrolisado como a 
vanilina numa concentração de 1,5 g/L (LYRA COLOMBI et al., 2017; PAVLAK et al., 
2011).  
Em estudo com hidrolisado de cana de açúcar além dos inibidores serem um fator 
limitante no processo metabólico das leveduras, como inibidores ácido acético, Furfural 
e HMF e outros fatores são tão limitantes quanto. Como é o caso da alta concentração de 
etanol (44,73 g/L) em um ciclo de fermentação de batelada repetida, mesmo sabendo que 
algumas leveduras, como a  linhagem S. cerevisiae JP1 pode tolerar concentrações de até 
56,4 g/L, sendo uma excelente cepa para se trabalhar na presença do hidrolisado 
lignocelulósico (ALMEIDA et al., 2007; DA SILVA FILHO et al., 2005; PEREZ et al., 
2018). 
A estudos na literatura que confirmam a capacidade natural de linhagens de S. 
cerevisiae de tolerar concentrações variadas conforme o tipo de inibidor. Como é o caso 
de cepas adaptadas geneticamente e por evolução adaptativa, para tolerar até 9 g/L de 
ácido acético (GONZÁLEZ-RAMOS et al., 2016) ou testar a viabilidade de crescimento 





2017). Mesmo assim outro fator limita o uso de leveduras Saccharomyces no hidrolisado, 
que é o não uso natural de xilose como fonte de carbono presente em abundância no 
hidrolisado lignocelulósico (BERGMANN et al., 2019; DU PLESSIS et al., 2017; 
MACHADO, 2013). 
2.4.2. Leveduras não-Saccharomyces  
 
O termo “Leveduras não–Saccharomyces” originou-se no livro “Yeast: A 
Taxonomic Study” (KURTZMAN, 2011), em que são agrupadas espécies de leveduras 
ascomicetas com importante potencial biotecnológico. Essas leveduras são estudadas e 
aplicadas em diferentes setores industriais, como pesquisas biomédicas, produção 
heteróloga de proteínas, produção de fármacos, biorremediação, vacinas, entre outros 
(JOHNSON, 2013). 
Dentre algumas espécies de leveduras não-Saccharomyces descritas na literatura, 
que são naturalmente capazes de consumir a xilose e que podem ser ótimos modelos de 
estudo para tolerância aos inibidores de hidrolisado, destacam-se: Scheffersomyces stipitis 
(Pichia stiptis), Meyerozyma guilliermondii (Candida guilliermondii/ Pichia 
guilliermondii), Spathaspora arborariae, Spathaspora passalidarum e Candida 
tropicalis sendo essas leveduras da família Debaryomycetaceae e podem ser semelhantes 
quando comparadas entre si conforme figura 7 (CADETE et al., 2009; CÉSAR; BIER, 
2007; KURTZMAN; SUZUKI, 2010; NGUYEN et al., 2006; PANDEY et al., 2019; 








Figura 7. Relações evolutivas de táxons. A história evolutiva foi inferida usando o método 
Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987). A árvore ideal é mostrada. A árvore é 
desenhada em escala, com os comprimentos dos ramos nas mesmas unidades das 
distâncias evolutivas usadas para inferir a árvore filogenética. As distâncias evolutivas 
foram calculadas usando o método da Máxima Verossimilhança Composto (TAMURA; 
NEI; KUMAR, 2004) e estão nas unidades do número de substituições de base por site. 
Esta análise envolveu 22 sequências de nucleotídeos. As posições de códon incluídas 
foram 1ª + 2ª + 3ª + Não codificantes. Todas as posições ambíguas foram removidas para 
cada par de sequência (opção de exclusão em pares). Havia um total de 627 posições no 
conjunto de dados final. As análises evolutivas foram conduzidas no MEGA X (KUMAR 
et al., 2018). 





A levedura S. stipitis é uma levedura aeróbica capaz de crescer, utilizando 
diferentes fontes de carbono, dentre eles glicose, xilose e galactose. É capaz de produzir 
etanol em concentrações variadas de xilose como demonstrado na tabela 4. Essa levedura 
também pode vir a ser utilizada como um modelo de microrganismo, para realizar 
experimentos de engenharia metabólica, devido à eficiência das enzimas Xilose redutase  
(XR) e Xilitol desidrogenase (XDH) presentes em seu metabolismo (JIN et al., 2000; LEE 
et al., 2000; SERPA, 2016; YEON et al., 2011). Para ter um alto desempenho 
fermentativo, requer condições micro aeróbicas bem controladas no processo de 
fermentação. Devido a condições como essa, o seu uso se torna difícil em larga escala na 
indústria (KWEON, 1993). 
 
Tabela 4 Capacidade fermentativa da S. stipitis em condições mínimas. 
 
Fonte: Adaptado de (LEE et al., 2000) 
A levedura S. passalidarum Y-27907 foi isolada de uma amostra de larva de 
besouro que se alimentava de madeira. Essa levedura não só abrange uma nova espécie, 
como também um novo gênero (NGUYEN et al., 2006). É naturalmente capaz de 
consumir xilose e fermentar a etanol, tendo um rendimento superior ao da S. tipitis, 
chegando a 0,42 g/g (CAMPOS, 2015). 
Nesse sentido, a levedura S. arborariae foi isolada de uma amostra de madeira 
podre coletada no Parque Nacional da Serra do Cipó, localizada em Minas Gerais – Brasil. 
Essa levedura como pertencente ao gênero Spathaspora apresenta características 
semelhantes à espécie S. passalidarum, pois ambas são capazes de consumir e converter 
xilose a etanol. 
Outro aspecto é a capacidade excelente de fermentar xilose que tendo um 
rendimento semelhante ao da S. passalidaum chegando a 0,32 g/g como demonstrado na 











Fonte: Adaptado de (CAMPOS, 2015). 
 
Por sua vez, a levedura M. guilliermondii, apresenta semelhanças com outras 
leveduras do gênero Candida, quanto ao seu crescimento e capacidade de consumir 
diferentes fontes de carbono (MAGUIRE et al., 2013). O genoma da M. guilliermondii 
apresenta diferenças, como por exemplo uma sequência de 10,6 Mb de genoma 
sequenciado quando comparado ao de outras leveduras dos gêneros Candida e Pichia que 
tem genes maiores cerca de 15,4 Mb (WOHLBACH et al., 2011). Devido a essas 
diferenças em seu genoma, do nome original C. guilliermondii passou a ser classificada 
como P. guilliermondii e depois como M. guilliermondii (KURTZMAN; SUZUKI, 
2010). 
Diferentes leveduras do gênero Candida são consideradas patogênicas em 
humanos, sendo que cerca de 90% das infecções são atribuídas a cinco espécies 
principais, sendo elas: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei e C. tropicalis 
(PFALLER; DIEKEMA, 2007; SILVA et al., 2012). 
Dentre essas cinco leveduras, a C. tropicalis, apesar de ser uma levedura 
considerada patogênica em humanos, possui algumas linhagens que podem ser isoladas 
de amostras de solo (RAO et al., 2004) e apresentam um alto potencial biotecnológico, 
uma vez que a levedura é capaz de consumir a xilose a partir do hidrolisado 
lignocelulósico, como é o caso da espécies C. tropicalis JA2 (MORAIS JUNIOR et al., 
2019). 
As leveduras possuem como fonte de carbono principal a glicose para realizar 
diversos bioprocessos. No entanto seja por engenharia metabólica seja naturalmente 
algumas linhagens podem consumir e fermentar xilose como fonte de carbono. Soares 





xilitol ao consumir xilose enquanto que leveduras fermentadoras de xilose possuem o 
potencial de produzir etanol ao consumir xilose.  
 
  No estudo de Soares et al., 2020 foi demonstrado que as leveduras não-
Saccharomyces sendo elas S. passalidarum e S. stipitis são sensíveis a diferentes 
inibidores de hidrolisado lignocelulósico dentre eles o ácido acético, HMF, furfural e a 
vanilina em concentrações que variam de 0,5 a 4 g/L e mesmo assim na presença do 
hidrolisado de cana de açúcar foi possível obter 23 g/L e 17 g/L de etanol pela S. 
passalidarum e S. stipitis respectivamente. 
  No uso de hidrolisado de bagaço de cana outro subproduto a ser obtido é o xilitol, 
sendo assim algumas linhagens de não – Saccharomyces apresentam um bom potencial 
biotecnológico para a produção de xilitol como, por exemplo, a levedura M. 
guilliermondii B12 que tem um rendimento de ate Yp/s = 0,60 g/g no hidrolisado de 
bagaço de cana de açúcar mesmo sendo considerado sensível a concentração de ~6g/L de 
ácido acético que é um inibidor de hidrolisado lignocelulósico (CARNEIRO; E SILVA; 
ALMEIDA, 2019). 
  A levedura C. tropicalis JA2 foi selecionada por seu desempenho de crescimento 
em hidrolisado de bagaço de cana chegando a rendimentos de 0,47 g/g além de consumo 
de xilose ser eficiente. Esta levedura é capaz de produzir 109,5 g/L de xilitol na presença 
de hidrolisado com um rendimento de 0,86 g/g e produtividade de 2,81 g/L (MORAIS 
JUNIOR et al., 2019). 
2.4.3. Sequenciamento de DNA de levedura  
 
  O DNA ribossômico de leveduras usado para a identificação de diferentes 
espécies é composto pelas seguintes estruturas: uma subunidade menor 18S, o espaço 
interno transcrito 1 (ITS1), a subunidade do gene 5.8S, o espaço interno transcrito 2 
(ITS2) o gene 28S onde se encontra a região de domínio D1/D2 e uma subunidade maior 
28S (ATKINS; CLARK, 2004; SOARES, 2015). 
  A região do gene ITS é um dos genes mais favoráveis  para a identificação de 
leveduras uma vez que esta região apresenta aproximadamente 800 pares de base além de 
apresentar ampla variabilidade entre espécies, o que facilita essa região ser amplificada 





figura 8 (ATKINS; CLARK, 2004; KURTZMAN; ROBNETT, 1998; MIRHENDI et al., 
2006; SOARES, 2015). 
  Essas regiões conservadas D1/D2 e ITS5.8S, são usadas para a construção dos 
banco de dados conhecidos como o YEASTip que contém uma série de sequência de 
outras leveduras para comparação e construção de árvores filogenéticas (TRICHEZ et al., 
2019; WEISS et al., 2013). Atualmente a identificação de leveduras tem mais de uma 
abordagem chegando a incluir outras metodologias de identificação como por proteína 
como, por exemplo, por espectrometria de massas ou pela junção de metodologias como 
a caracterização fisiológica e perfis fermentativos (SOARES, 2015). 
 
 
Figura 8. Região do DNA ribossômico utilizado na identificação de leveduras. Em 
destaque a região D1/D2 que fica dentro do 28S. 
 
Fonte: Criado pelo autor. 
 
 
Em 2015 no trabalho realizado por Soares (2015) intitulado “Caracterização de 
leveduras consumidoras de xilose por espectrometria de massa MALDI-TOF”, 
foram selecionadas cerca de 10 linhagens selvagens de leveduras consumidoras de xilose. 
Dentre as dez leveduras duas se destacaram como ótimas consumidoras de xilose sendo 
identificadas inicialmente como cepas JA1 e JA9. As identificações e o desempenho 



























Ao se trabalhar com hidrolisado lignocelulósico como fonte de matéria-prima em 
bioprocessos, visando obter produtos de alto valor agregado, é necessário o uso em 
conjunto de microrganismos adaptados a condições específicas, como as estabelecidas 
pelos parâmetros industriais tais como, tolerar variação de pH, suportar altas temperatura, 
tolerar altas concentrações de açúcares (>100 g/L) entre outros.  
O hidrolisado como fonte de carbono, apresenta açúcares como a xilose em grande 
quantidade cerca de 30%, além da presença de diferentes inibidores que variam em 
quantidade conforme a biomassa e o pré-tratamento escolhidos.  
Apesar de já existir na literatura estudos que demonstram estratégias na 
destoxificação dos inibidores presentes no hidrolisado, ainda não se tem um organismo-
modelo capaz de consumir a xilose e ser capaz de tolerar de forma gradativa aos inibidores 
de hidrolisado.  
Este trabalho se justifica, então, por trazer estratégias na busca por conhecer a 
resposta fisiológica a tolerância aos inibidores, bem como na busca por organismos-





4. Capitulo I: Identificação de cepas isoladas de madeira em decomposição 
4.1.1. Objetivo Geral 
Identificar taxonomicamente e caracterizar o perfil fermentativos de novas 
cepas de leveduras isoladas de madeira em decomposição do Cerrado Brasileiro. 
4.1.2. Objetivos específicos: 
 
4.1.2.1.  Identificar as linhagens de leveduras selvagens JA1 e JA9, isoladas de 
amostras de madeira em decomposição; 
 
4.1.2.2.  Caracterizar e identificar o potencial biotecnológico de produção de 
xilitol das leveduras JA1 e JA9 por meio do perfil fermentativo em meios 








5. Metodologia  
5.1. Microrganismos utilizado no estudo 
 
As leveduras selvagens utilizadas neste experimento foram obtidas por meio do 
isolamento de uma amostra de madeira em decomposição na propriedade da Embrapa 
Cerrados, Brasília – Distrito Federal, Brasil (15◦35’36.1”WO47◦44’28.2”) (SOARES, 
2015).  
As leveduras foram isoladas em meio de cultura sólido Yeast Peptone Dextrose/ 
Extrato de levedura peptona Dextrose (YPD) 20g/L, composto por extrato de levedura 
1% peptona bacteriológica 2%, glicose 2% e foram nomeadas JA1 e JA9. 
Foram usadas como leveduras controles nos experimentos de fermentação as 
linhagens Spathaspora passalidarum Y-27907 e Meyerozyma guilliermondii  Y-324 e 
Candida tropicalis JA2 (MORAIS JUNIOR et al., 2019; NGUYEN et al., 2006; 
WOHLBACH et al., 2011). 
5.1.1. Identificação de levedura 
 
A identificação de leveduras foi realizada por análise do domínio D1/D2 e na 
região ITS-5.8S da subunidade maior do RNAr, (KURTZMAN; ROBNETT, 1998). O 
domínio D1/D2 foi amplificado através da reação em cadeia da polimerase usando os 
primers NL1 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3) e NL4 (5 -
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3) e a região ITS foi amplificada usando os iniciadores 
ITS-1(5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS-4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) a partir do DNA genômico.  
O DNA amplificado foi purificado e sequenciado (Eurofins Genomics, em 
Louisville, KY, EUA). As sequências parciais do domínio D1/D2 e a região ITS foram 
depositadas em DDBJ/EMBL/GenBank com os números de acesso MK193860 e 
MK193858 (JA1) MK193861 e MK193859 (JA9), respectivamente. Essas análises foram 
realizadas por Débora Trichez e colaboradores (KURTZMAN, 2011; KURTZMAN; 








5.1.2. Análise filogenética 
 
As sequências para a árvore filogenética foram selecionadas com base nas 
similaridades das regiões D1/D2 e ITS baixadas do banco de dados YeastIP (WEISS et 
al., 2013). Para a construção da árvore, todas as sequências foram alinhadas, usando o 
programa MAFFT v7.245 (KATOH; STANDLEY, 2013), com a opção “auto” para cada 
região separadamente e, em seguida, concatenados para filogenia, usando o programa 
FastTree (PRICE; DEHAL; ARKIN, 2009). 
 
5.1.3. Fermentação sobre condição de oxigênio limitado 
 
As cepas foram inoculadas em placas de YPD e, em seguida, foram transferidas 
para 100 mL de meio mineral definido suplementado com 40 g/L de xilose e/ou no meio 
contendo mistura de 20 g/L de xilose e 20 g/L de glicose em agitação de 200 rpm, em 
uma temperatura de 28 °C. 
Pré-culturas na fase exponencial foram colhidas e centrifugadas a 6000 g por 5 
minutos (Centrífuga Heraeus Megafuge 16R Thermo Fisher). Em seguida, foram 
ressuspendidas em 10 mL do meio de fermentação e usada para inocular em uma OD 600 
nm inicial ~0,5 (<0,3 g/L) em um biorreator INFORS (IFORS HT Multifors) com um 
volume de trabalho de 1L em um biorreator de 1,5L. 
A composição do meio de fermentação foi semelhante ao da pré-cultura, contendo 
10 mg/L de ergosterol, 420 mg/L de Tween-80, algumas gotas de polipropileno glicol 
como antiespuma e xilose a 40 g/L ou mistura de 20 g/L de xilose e 20 g/L de glicose. 
O fluxo de ar foi mantido em 0,1L/min-1 no biorreator e o pH foi mantido a 5,5 
por adição de 3M KOH. A temperatura foi ajustada para 28 °C e a velocidade do agitador 
foi mantida em 400 rpm. As densidades celulares foram determinadas por absorbância 
em 600 nm e correlacionado com o peso seco das células.  
Para calcular o peso seco, foram coletadas amostras de 5 mL de suspensão celular 
e estas foram centrifugadas, lavadas com água destilada e seco por 48 horas a 65 °C. As 
medições foram realizadas em duplicata e o peso celular foi calculado como a diferença 
entre as amostras com e sem células. Por último, as amostras foram coletadas para análise 







5.1.4. Fermentação em hidrolisado de biomassa de cana-de-açúcar 
 
O hidrolisado da biomassa de cana-de-açúcar foi preparado por explosão a vapor, 
seguida de hidrólise ácida da fração hemicelulósica. A composição foi determinada como 
1,8 g/L de glicose, 27,8 g/L de xilose, 0,7 g/L de celobiose, 6 g/L de ácido acético, 0,66 
g/L de furfural e 0,11 g/L de HMF (TRICHEZ et al., 2019). 
As culturas e os inóculos foram obtidos em meio YP contendo 40 g/L de xilose 
em frascos de Erlenmeyer, em um agitador rotativo a 28 °C e 200 rpm, por, 
aproximadamente, 24 horas. As células em fase exponencial foram recuperadas por 
centrifugação a 4000 g por dez minutos. (centrífuga Heraeus Megafuge 16R, Thermo 
Fisher Scientific) e suspensas em meio de fermentação para atingir ~ 10 g/L de biomassa 
inicial. 
O meio de fermentação foi composto por hidrolisado de cana-de-açúcar não 
destoxificado numa concentração de 30% e para isso foi suplementado com 2g/L de YNB, 
4g/L de uréia, glicose e xilose, nas concentrações de 8 g/L e 40 g/L respectivamente. O 
valor de pH foi ajustado para 5,5 com KOH. Os frascos contendo 50 mL de cultura foram 
incubados a 28 °C a 200 rpm. As amostras foram coletadas durante a fermentação para a 
quantificação de biomassa e metabólitos. As experiências foram realizadas em duplicatas 
biológicas. 
5.1.5. Análise de HPLC 
 
Após as fermentações, as amostras coletadas foram centrifugadas por 5 minutos a 
10,000 g e 250 µL foram transferidas para um tubo vials contendo 500 µL de água 
ultrapura. Os metabólitos extracelulares foram quantificados por HPLC, utilizando um 
Sistema Waters (Marca: Wateres Acquity UPLC, modelo: H Class, USA), equipado com 
uma coluna Animex HPX-87H (300 x 7,8 mm, 9 μm, Bio-rad) acoplada a Detector de RI 
para quantificação de ácidos orgânicos. A fase móvel era H2SO4 5 mM, usada a uma taxa 
de fluxo de 0,6 mL/min, na temperatura da coluna de 45 ° C por 40 minutos, com um 
volume de injeção de 10 µL. Foram utilizados os seguintes padrões para estabelecer a 
curva padrão dos compostos desejados das amostras, sendo eles: glicose 10 g/L; xilose 
20 g/L; glicerol 5 g/L; ácido acético 5 g/L; etanol 10 g/L e xilitol 10 g/L, em seguida foi 






5.1.6. Cálculo de rendimento e produtividade 
 
Foram usados as seguintes equações para estabelecer os paramentos de 
rendimento como, por exemplo, rendimento de etanol (Yet) usando a formula 𝑌 =
𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑡𝑜 𝑓𝑜𝑟𝑚𝑎𝑑𝑜
𝑎çú𝑐𝑎𝑟 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑖𝑑𝑜
  (g/g). A produtividade volumétrica (g/L.h-1) foi calculada usando a 
produção de etanol, glicerol e xilitol versus o tempo (SEHNEM et al., 2017). As 
densidades celulares foram determinadas por medições de absorbância a 600 nm e 
correlacionadas ao peso seco da célula. Para medições de peso seco celular, as amostras 
de suspensão celular foram centrifugadas 10,000 g por 5 minutos (Marca: Eppendorf, 
modelo: Mini Spin Plus), o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi lavado, seco e 
pesado para cálculo de biomassa. 
6. Resultados e Discussão  
6.1. Identificação de levedura 
 
As linhagens de leveduras identificadas previamente como JA1 e JA9, isoladas de 
amostras de madeira em decomposição obtidas no Cerrado de Brasília tiveram seus perfis 
de crescimento avaliados em meios mínimos suplementados com xilose como fonte de 
carbono. Por apresentar crescimento em xilose as linhagens JA1 e JA9, foram 
selecionadas para identificação molecular. Para identificação das linhagens, foram 
selecionadas análises dos domínios D1/D2 e região ITS-5.8S da subunidade maior. O 
gene do RNAr revelou que os novos isolados pertencem aos clados Spathaspora e 







Figura 9. Posição filogenética de Spathaspora sp. JA1 e M. carribica JA9 com base nas 
regiões ITS e nos domínios D1/D2 do gene LSU do RNAr. As sequências foram alinhadas 
usando MAFFT e árvore filogenética inferida, usando FastTree. Os valores de suporte 
são mostrados ao lado do respectivo nó. A barra mostra o número, a posição e 
substituições por nucleotídeos (TRICHEZ et al., 2019). 
 
A cepa JA1 apresentou uma região idêntica de nucleotídeos para o domínio 
D1/D2, enquanto para a região ITS foi diferenciada apenas por 14 nucleotídeos em 
comparação com as novas espécies, representado por Spathaspora sp. Nov. UFMG-CM-
Y426 (identificados pelo número KX101231.1 para ITS e KX0970522.1 para D1/D2). 
Além disso, a sequência D1/D2 da cepa JA1 se diferenciou apenas em quatro 
substituições nucleotídicas do parente descrito mais próximo: a linhagem Candida 
materiae CBS 10975T, figura 9 (BARBOSA et al., 2009). 
A cepa JA9 demonstrou um domínio D1/D2 idêntico ao de M. caribbica CBS 
2022 e M. guilliermondii ATCC 62620T (KURTZMAN; SUZUKI, 2010). A análise da 
região ITS apresentou maior semelhança com M. caribbica CBS 2022 com 4 
substituições nucleotídicas. Com base nessas informações, a cepa JA9 foi identificada 
como M. caribbica JA9 e JA1 foi tratada como espécie não descrita, sendo nomeada como 





Dessa forma, foi construída uma árvore filogenética baseada no alinhamento 
concatenado das regiões ITS e o domínio D1/D2, demonstrando a posição das novas 
linhagens isoladas nos clados independentes de Spathaspora e Meyerozyma (Figura 9). O 
gênero Spathaspora foi descrito anteriormente por Nguyen et al. (2006) e contém 
leveduras fermentadoras de xilose, geralmente associadas com substratos de madeira em 
decomposição e insetos (CADETE; ROSA, 2018; NGUYEN et al., 2006). 
O gênero Meyerozyma foi proposto por Kurtzman & Suzuki (2010) para agrupar 
leveduras como M. guilliermondii e M. caribbica, espécies que são amplamente 
encontradas nos ambientes naturais, como por exemplo, restos de madeira em 
decomposição(KURTZMAN; SUZUKI, 2010; VAUGHAN-MARTINI et al., 2005). 
 
6.2. Assimilação de xilose  
 
Uma análise inicial mostrou que as linhagens Spathaspora sp. JA1 e M. caribbica 
JA9 podem consumir xilose e produzir xilitol. Para avaliar o desempenho fisiológico das 
leveduras, foram realizados ensaios de fermentação, utilizando as novas leveduras 
isoladas e duas espécies já descritas na literatura, sendo elas S. passalidarum NRRL Y-
27907 e M. guilliermondii NRRL Y-324. Essas leveduras foram selecionadas como 
controle com base em seus altos rendimentos de produção de etanol (pobre produtor de 
xilitol) e xilitol, respectivamente (BARBOSA et al., 1988; CADETE et al., 2016a; 
CADETE; ROSA, 2018; DE ARRUDA et al., 2011). 
Assim, as fermentações foram realizadas em biorreatores, sob condições limitadas 
de oxigênio, utilizando xilose a 4% ou uma mistura de xilose 2% e glicose 2% como fonte 
de carbono. Tanto a linhagem JA1 quanto a JA9 foram capazes de usar xilose e glicose 
como fonte de carbono para crescimento (Figura 10). No entanto, a produção de etanol 
foi observada apenas quando a glicose estava presente no meio (Figura 10). Dentre as 
linhagens avaliadas, somente a S. passalidarum foi capaz de fermentar os dois substratos 
com eficiência e produzir grandes quantidades de etanol onde o rendimento de etanol na 
xilose, Yet = 0,48 ± 0,01 g/g e na mistura de açúcar, Yet = 0,43 ± 0,01 g/g. 
Nos ensaios de assimilação da xilose, S. passalidarum apresentou a maior taxa de 
consumo de xilose. Essa cepa consumiu todo o açúcar em, aproximadamente, 50 horas, 
com um consumo específico de xilose de 0,138 g/g.h, enquanto Spathaspora sp. JA1, M. 





0,036 e 0,029 g/g.h, respectivamente, e o açúcar residual estava presente no final do 
cultivo. Desses ensaios fermentativos, o xilitol foi o principal produto obtido das 
leveduras isoladas, enquanto acetato e glicerol foram produzidos em concentrações 
menores (< 1,0 g/L). 
No final do cultivo, a linhagem Spathaspora sp. JA1 produziu 22,62 ± 6,33 g/L 
de xilitol, quase duas vezes maior que a quantidade produzida pela M. caribbica JA9, a 
segunda linhagem produtora mais eficiente (Tabela 5). Além disso, os rendimentos de 
xilitol foram significativamente maiores para Spathaspora sp. JA1 (0,75 ± 0,01 g/g) e M. 
caribbica JA9 (0,54 ± 0,11 g/g) do que a para a linhagem da levedura controle M. 
guilliermondii (0,44 ± 0,02 g/g) (Tabela 5), reconhecida na literatura como forte 
produtora de xilitol (BARBOSA et al., 1988; CADETE et al., 2016b, 2016a; DE 
ARRUDA et al., 2011). Estudos anteriores já relataram que diferentes espécies de 
Spathaspora são capazes de assimilar xilose com capacidade diferente de eficiências 
(CADETE et al., 2009, 2012, 2016a, 2016b; LOPES et al., 2016; NGUYEN et al., 2006). 
Embora algumas linhagens, como S. passalidarum, S. arborariae e S. 
xylofermentans, principalmente, fermentem xilose e produzam etanol sob condições 
limitadas de oxigênio, outras convertem xilose em xilitol (Tabela 5). Entre essas, os 
melhores rendimentos de xilitol relatados até agora foram 0,56 g/g de xilose para S. 
roraimanensis; 0,47 g/g de xilose para S. brasiliensis; 0,67 g/g para C. tropicalis e 0,63 
g/g para Debaryomyces hansenii (CADETE et al., 2013, 2016b, 2016a; MATTAM et al., 







Figura 10. Consumo de açúcar e formação de produtos pelas leveduras Spathaspora sp. 
JA1 (A) e (B), M. caribbica JA9 (C) e (D), M. guilliermondii (E) e (F) e S. passalidarum 
(G) e (H) durante a fermentação em condições limitadas de oxigênio em xilose (coluna 
da esquerda) Consumo de açúcar e formação de produtos pelas leveduras Spathaspora 
sp. JA1 (A) e (B), M. caribbica JA9 (C) e (D), M. guilliermondii (E) e (F) e S. 
passalidarum (G) e (H) durante a fermentação em condições limitadas de oxigênio em 
xilose (coluna da esquerda) e na mistura de glicose e xilose (coluna da direita). Xilose 
(▲); glicose (■); xilitol (∆); etanol (●); biomassa (□). As experiências foram realizadas 






Tabela 5. Produção de xilitol por diferentes leveduras 
 
 

















6.3. Fermentação de hidrolisado de biomassa de cana-de-açúcar 
 
Para avaliar a capacidade dos novos isolados JA1 e JA9 de fermentar hidrolisado 
de biomassa, foram realizados ensaios de fermentação utilizando hidrolisado de biomassa 
de cana-de-açúcar não destoxificado, contendo glicose (8 g/L) e xilose (40 g/L), com alta 
concentração de ácido acético (6 g/L) (TRICHEZ et al., 2019). 
Estudos com a linhagem C. tropicalis demonstram que essa espécie é capaz de 
produzir xilitol com altos rendimentos e produtividades em meio fermentativo, contendo 
hidrolisado (CADETE et al., 2012; GUAMÁN-BURNEO et al., 2015; MATTAM et al., 
2016). Portanto, com base nesses dados, a C. tropicalis isolada por nosso grupo foi 
utilizada como controle nesta experimento Em um segundo trabalho ela recebeu o nome 
de C. tropicalis JA2 (MORAIS JUNIOR et al., 2019). 
Sob as condições testadas, todas as linhagens, exceto a S. passalidarum, foram 
capazes de consumir toda a glicose disponível no hidrolisado de cana-de-açúcar, enquanto 
apenas C. Tropicalis e Spathaspora sp. JA1 foram capazes de consumir completamente 
















Tabela 6. Parâmetros de fermentação de leveduras fermentadoras de xilose em hidrolisado de biomassa de cana-de-açúcar. 
Os valores correspondem às médias e desvio-padrão de duas repetições biológicas calculadas ao longo de 64 horas de fermentação, exceto C. 
tropicalis (28h). * Porcentagem de açúcar consumido (%): As concentrações iniciais de glicose e xilose foram de, aproximadamente, 8 e 40 g/L 
respectivamente. ** Rendimento xilitol: correlação entre o xilitol produzido e xilose consumida. *** Rendimento de etanol: correção entre etanol 





A C. tropicalis apresentou maior taxa de consumo de xilose, seguida pela 
Spathaspora sp. JA1, M. caribbica JA9 e M. guilliermondii. A Spathaspora sp. JA1 e C. 
tropicalis apresentaram os maiores rendimentos de xilitol (0,59 ± 0,08 e 0,54 ± 0,01, 
respectivamente) e concentração final (22,62 ± 0,59 e 23,66 ± 1,52 g/L, respectivamente) 
entre as cinco linhagens avaliadas. 
Já o xilitol produzido para M. caribbica JA9 e M. guilliermondii foi de 0,44 g/g e 
0,42 g/g, respectivamente. O etanol também foi um dos principais metabolitos obtidos 
durante a fermentação do hidrolisado. O maior valor de etanol obtido foi pela 
Spathaspora sp. JA1 (10,67 g/L), seguido por C. tropicalis (8,60 g/L), M. guilliermondii 
(8,57 g/L) e M. caribbica JA9 (5,69 g/L). 
Dentre as cinco linhagens, a S. passalidarum demonstrou ser mais sensível à 
presença dos inibidores de hidrolisado, uma vez que praticamente nenhum crescimento 
ou consumo de açúcar foi observado durante 72 horas de cultivo. Dados da literatura 
demonstram que essa levedura teve um atraso no consumo de açúcar em fermentação do 
hidrolisado AFEX, contendo 1,5 g/L de ácido acético (LONG et al., 2012). Por fim, a 
falta de desempenho da S. passalidarum nesse experimento pode ser relacionada 
diretamente com a alta concentração de ácido acético presente no meio. 
O desempenho da Spathaspora sp. JA1 no meio mineral (Figura 10) e no 
hidrolisado de cana-de-açúcar não destoxificado (Tabela 6) sugere que essa linhagem tem 
um grande potencial como produtor de xilitol, utilizando recursos renováveis. Essa 
levedura apresentou rendimentos e produção de xilitol semelhantes à obtida pela C. 
tropicalis, que foi avaliada nas mesmas condições (Tabela 6). No entanto, se colocada em 
condições otimizadas, como temperatura, pH, aeração e destoxificação do meio, o 
desempenho da Spathaspora sp. JA1 pode ser melhorado. 
A relação da assimilação de xilose em leveduras não-Saccharomyces com genes 
ortólogos estão presentes nas linhagens Spathaspora sp. JA1 e M. caribbica JA9. No 
trabalho de Trichez et al. (2019) foram relatados uma série de genes que codificam 
proteínas putativas que estão envolvidas no consumo de substratos, como proteínas, 
carboidratos e aminoácidos.  
Outro fator importante no metabolismo dessas linhagens Spathaspora sp. JA1 e 
M. caribbica JA9, são as enzimas responsáveis pela assimilação da xilose. Em leveduras 
a xilose é reduzida a xilitol por uma xilose redutase (XR) que é geralmente uma enzima 
dependente dos cofatores NAD(P)H+ (ALMEIDA et al., 2007, 2009; LIU et al., 2004; 





anteriormente, essa preferência tem relação direta com a dependência que a levedura 
apresenta ao metabolizar xilose em xilitol utilizando a enzima XR e cofatores NADPH 
(CADETE et al., 2016a; SERPA, 2016; VERAS; PARACHIN; ALMEIDA, 2017). 
Uma análise realizada do genoma que codificam a XR (gene XYL1) das linhagens 
JA1 e S. passalidarum ou M. caribbica JA9 e M. guilliermondii, revelaram que existe 
uma região bem conservada e bem significativa na orientação e na ordem dos genes 
realizados em ambas comparações. A identificação feita no trabalho de Trichez et al., 
(2019) demonstrou que a Spathaspora sp. JA1 só possui uma cópia do gene XYL1, 
semelhante a outras espécies já caracterizadas, como a S. arborariae e S. xylofermentans 
(CADETE et al., 2016b; LOPES et al., 2017). 
As linhagens Spathaspora sp. JA1 e M. caribbica JA9 isoladas de amostras em 
decomposição de madeira do Cerrado Brasileiro, representaram linhagem com alto 
potencial biotecnológico para a produção de xilitol perante ao hidrolisado mesmo na 
presença de 6 g/L de ácido acético, que foi o principal inibidor de crescimento para as 
demais leveduras avaliadas como foi o caso da linhagem S. passalidarum (TRICHEZ et 
al., 2019). Um estudo sobre a tolerância aos inibidores de hidrolisado de bagaço de cana 





7. Capítulo II: Tolerância de leveduras Saccharomyces e não-Saccharomyces a 
inibidores de hidrolisados lignocelulósico.  
7.1. Objetivo geral:  
Avaliar desempenho de tolerância e mecanismos de respostas  de leveduras 
Saccharomyces e não-Saccharomyces. 
7.1.1. Objetivos específicos: 
 
7.1.1.1. Comparar o crescimento de 14 linhagens de leveduras sendo sete 
Saccharomyces e sete não - Saccharomyces, na presença de diferentes 
inibidores presentes no hidrolisado lignocelulósico; 
 
7.1.1.2. Caracterizar fisiologicamente por meio de analises dos perfis 
fermentativos das leveduras que apresentaram melhores desempenhos na 







8.1. Microrganismos utilizados no estudo 
 
Foram selecionadas para este trabalho 14 linhagens de leveduras de interesse 
biotecnológico da coleção da Embrapa Agroenergia (Coleção de trabalho de 
microrganismos e microalgas da Embrapa Agroenergia: Microrganismos e microalgas 
aplicados à agroenergia e biorefinarias), sendo sete leveduras Saccharomyces e sete não-
Saccharomyces. 
Dentre as linhagens de leveduras Saccharomyces, duas são linhagens industriais, 
sendo elas S. cerevisiae CAT-1 (ANTONANGELO, 2012; CHANDEL, 2018) e JP1 (DA 
SILVA FILHO et al., 2005; REIS et al., 2012), e as demais são linhagens selvagens, 
isoladas de amostras de usinas sucroalcooleiras (dados não publicados), sendo elas S. 
cerevisiae A11, A12, B1.1, G06 e G10. 
As linhagens de leveduras não-Saccharomyces foram Candida tropicalis JA2, 
isolada de amostra em madeira em decomposição do cerrado (MORAIS JUNIOR et al., 
2019), Meyerozyma caribbica JA9 e Spathaspora sp. JA1 isoladas de madeira em 
decomposição do Cerrado Brasileiro em Brasília – DF (TRICHEZ et al., 2019), 
Spathaspora arborariae HMIG-1A Y-48658, isolada de madeira em decomposição em 
Minas Gerais (CADETE et al., 2009) Wickerhamomyces anomalus 740 isolada de 
amostra de usina sucroalcooleira (CARNEIRO; E SILVA; ALMEIDA, 2019), 
Scheffersomyces stipitis NRRL Y-7124 (SU; WILLIS; JEFFRIES, 2015) e Spathaspora 
passalidarum NRRL Y-27907 (NGUYEN et al., 2006) essas duas cepas foram cedidas 
atenciosamente da coleção ARS-NRRL (Peoria, USA);. 
 
8.2. Meio de cultura 
 
Para fins de comparação entre as leveduras Saccharomyces e não- Saccharomyces 
os experimentos realizados neste trabalho usaram como fonte de carbono a glicose, uma 
vez que as Saccharomyces não consomem xilose. Foi definido, então, como meio de 
cultura padrão o meio complexo YPD.  
O meio complexo YPD é constituído de extrato de levedura 1%, peptona 





presença individual de cada inibidor para avaliar o mecanismo de tolerância de cada 
levedura.  
Também foi utilizado para avaliar o perfil fermentativo das leveduras não-
Saccharomyces o meio complexo YPX, que é constituído de extrato de levedura 1%, 
peptona bacteriológica 2% e xilose 2%. 
 
8.3. Inibidores presentes em hidrolisados lignocelulósicos 
 
Com base na tabela 2 p. 17, foram selecionados para este trabalho oito inibidores 
(SIGMA – ALDRICH) que são mais encontrados no hidrolisado lignocelulósico do 
bagaço de cana-de-açúcar em três concentrações para comparar do perfil de tolerância 
entre as Saccharomyces e não-Saccharomyces. Essas concentrações estão ilustradas na 
tabela 7. O HMF 5 g/L foi escolhido por ser considerado menos tóxico que o furfural em 
concentrações equimolares (PIENKOS; ZHANG, 2009). 
  
 
Tabela 7. Inibidores de hidrolisado e suas respectivas concentrações utilizadas no perfil 
de crescimento, estabelecidas com base em concentrações encontradas na literatura, 
sendo uma mínima e uma máxima e um terceira para fins comparativos. 
 
 









8.4. Curvas de crescimento 
 
As curvas de crescimento foram realizadas em microplacas de ELISA de 96 poços 
de fundo chato (marca: OLEN, modelo: K30-5096P), a uma temperatura de 28 °C em 
estufa sem agitação, em meio YPD, e esse meio foi suplementado com ou sem a presença 
de inibidores de hidrolisado (Tabela 7) com um intervalo de leitura de 4 horas para 
averiguar o crescimento celular (DE MELLO et al., 2019; KURTZMAN, 2011; 
MADIGAN, 2010; TORTORA; FUNKE; CASE, 2010). 
Foi utilizado para a leitura das curvas de crescimento o equipamento Epoch 2 – 
(marca: BioTek, modelo: microplate reader). O crescimento das leveduras foi 
acompanhado por medições densidade óptico (OD) em espectrofotômetro, em um 
comprimento de onda de 600 nm. A curva de crescimento foi acompanhada em um 
período de 72 horas, tendo uma OD inicial 0,1. 
Para as análises das curvas de crescimento, inicialmente foi realizado um pré-
inoculo em tubos falcons de 50 mL, contendo um volume final de 10 mL de meio YPD 
por 24 horas. Após 24 horas, as leveduras foram inoculadas em microplacas de ELISA 
96 poços. Os inoculos foram realizados em duplicatas biológicas e triplicatas técnicas, 
tendo um controle positivo (meio de cultura sem a presença do inibidor) e um controle 
negativo (meio de cultura sem a levedura). 
 
8.5. Heat map (Mapa de calor) 
 
De forma a exibir os perfis de crescimento das leveduras, foi realizada a 
construção de mapas de calor (heat map), que representam de forma visual cores que 
demonstram os resultados obtidos. Para tanto, as médias dos percentuais de crescimento 
microbiano na presença do inibidor foram estimadas por meio da média das triplicatas 
técnicas e das médias das duplicatas biológicas, de forma a obter uma média final e uma 
média real. 
Para se obter a média real da taxa de crescimento microbiano na presença dos 
inibidores, foram obtidas médias finais de cada inibidor em cada concentração a partir 
das médias das triplicatas técnicas e duplicatas biológicas. Essas médias finais dos 
inibidores foram subtraídas da média final do controle positivo, normalizando os valores 
de cada levedura na presença dos inibidores e nas respectivas concentrações testadas para 





Entre essa faixa de 0 a 72 horas, foi escolhido como tempo ideal o ponto de 24 
horas de crescimento. Este tempo foi escolhido, pois foi o ponto em que as leveduras 
apresentavam estar saindo da fase exponencial e entrando na fase estacionária da sua 
curva de crescimento.  
Os valores de OD obtidos no meio com inibidor foram fixados em 0 a 50% 
(inibido), OD < 0,5 até 1 e meio sem inibidor 100% (não inibido) OD ~ 1,5. Os valores 
de crescimento medidos na presença de inibidores foram expressos em termos de 
percentil. 
8.6. Fermentações em condições de aeróbicos 
 
As fermentações foram realizadas com as leveduras S. cerevisiae B1.1, G06, JP1, 
C. tropicalis JA2, Meyerozyma sp. JA9, W. anomalus 740 por serem as mais tolerantes 
aos inibidores mais tóxicos avaliados, sendo a Spathaspora sp. JA1 foi selecionado pelo 
seu bom desempenho nos ensaios de fermentação realizados no capitulo I Tabela 6 p.48. 
O pré-inoculo foi cultivado por 24 horas em meio YPD e YPX (não-Saccharomyces), em 
Erlenmeyer de 250 mL, em um volume final de 50 mL. 
Após as 24 horas de crescimento foi inoculado o volume proporcional para iniciar 
a fermentação a uma OD ~ 5. Para as fermentações foram escolhidos três inibidores, 
sendo eles: ácido acético (5g/L), HMF (3 g/L) e vanilina (1,5 g/L). As fermentações foram 
realizadas em meio líquido YPD/YPX com a presença dos inibidores em um volume final 
de 50 mL, em frascos Erlenmeyer de 250 mL, a temperatura de 28 °C em agitação 
constante de 200 rpm por 72 horas   
Durante as fermentações, foram retiradas amostras a cada quatro horas para 
análises de HPLC, um volume de 750 µL, centrifugados a 14000 g durante dez minutos. 
Após a centrifugação, o sobrenadante foi congelado e o pellet foi descartado. As 
fermentações foram realizadas em duplicatas biológicas. 
8.7. Análise de HPLC/UHPLC 
 
Após as fermentações, as amostras coletadas foram centrifugadas por 5 minutos a 
10,000 g e 250 µL foram transferidas para um tubo vials contendo 500 µL de água 
ultrapura. Os metabólitos extracelulares foram quantificados por HPLC, utilizando um 
Sistema Waters (Marca: Wateres Acquity UPLC, modelo: H Class, USA), equipado com 
uma coluna Animex HPX-87H (300 x 7,8 mm, 9 μm, Bio-rad) acoplada a Detector de RI 





taxa de fluxo de 0,6 mL/min, na temperatura da coluna de 45 ° C por 40 minutos, com 
um volume de injeção de 10 µL, em seguida foi feita uma diluição seriada de até 7x para 
estabelecer a curva padrão (SOARES, 2015). 
O UHPLC 1290 Agilent equipado com coluna Acquity UPLC HSS T3 (2,1 x 150 
mm, 1,8 μm Acquity) acoplado ao detector DAD 280 nm foi utilizado para quantificação 
de vanilina. Volume de injeção utilizado foi de 1 µL. A fase móvel A = ácido fórmico 
0,1% e B = Acetonitrila. Gradiente: 0 min (90% de A e 10% de B), 5 minutos (80% de A 
e 20% de B), 7,5 minutos (75% de A e 25% de B) e 12,5 minutos (55% de A e 45% de 
B). A uma taxa de fluxo de 0,4 mL/min, na temperatura da coluna de 40° C por 20 minutos 
(NETO, 2019). 
As curvas de calibração foram utilizadas para quantificar os seguintes metabólitos: 
glicose, xilose, xilitol, glicerol, ácido acético, HMF, vanilina e etanol. Foram utilizados 
os seguintes padrões para estabelecer a curva padrão dos compostos desejados das 
amostras, sendo eles: glicose 10 g/L; xilose 20 g/L; glicerol 5 g/L; ácido acético 5 g/L; 
etanol 10 g/L e xilitol 10 g/L (SOARES, 2015) e foram adicionados os compostos ácido 
fórmico 5 g/L, HMF 5 g/L e vanilina 1,5 g/L (CORTEZ; ROBERTO, 2010; NETO, 2019; 
PIENKOS; ZHANG, 2009). Paras se estabelecer uma boa curva calibração  para as 
análises de HPLC, o equipamento utilizado deve estabelecer uma relação, que segue as 
diretrizes das normas, dos parâmetros de calibração do fabricante, levando em conta as 






9. Resultados e Discussão 
9.1. Desempenho das leveduras na presença dos inibidores de hidrolisado 
  
Para avaliar a tolerância de leveduras Saccharomyces e não-Saccharomyces a 
diferentes inibidores de hidrolisado lignocelulósico, 14 linhagens de leveduras foram 
cultivadas na presença de oito inibidores comumente presentes em hidrolisados 
lignocelulósico. Foram utilizadas sete leveduras S. cerevisiae (A11, A12, B1.1, CAT-1, 
JP1, G06 e G10) e sete leveduras não-Saccharomyces (C. tropicalis JA2, Spathaspora sp. 
JA1, M. caribbica JA9, W. anomalus 740, S. stipitis, S. passalidarum e S. arborariae) 
Foram testadas em três concentrações distintas de ácido acético, ácido fórmico, 
HMF, furfural, vanilina, seringaldeido, ácido ferúlico e ácido cumárico. As concentrações 
de cada composto foram baseadas nas concentrações mais baixas e mais altas para 
diferentes hidrolisados descritos na literatura e uma terceira concentração para fins de 
comparação. 
Como as linhagens de Saccharomyces não são capazes de consumir xilose, a 
glicose foi escolhida como a única fonte de carbono para comparação de todas as 
linhagens. Como esperado, todas as linhagens cresceram no meio sem inibidor, com todas 
as cepas entrando na fase estacionária após 24 horas de crescimento (Figura 11 e Figura 
12), escolhido para representar esses dados os resultados em ácido acético, os demais 
gráficos podem ser consultados no Apêndice A. 
Algumas linhagens de não-Saccharomyces, a exemplo da M. caribbica JA9, 
apresentam inibição durante a fase de lag, tendo um crescimento inicial após 48 horas de 
cultivo. A curva de crescimento pode variar conforme o tipo de inibidor presente no meio 














Figura 11. Curva de crescimento das leveduras Saccharomyces em ácido acético em microplaca de ELISA 96 poços com intervalo de crescimento 
de 4h de uma leitura para outra em OD 600 nm. Crescimento de (A) S. cerevisiae A11. (B) S. cerevisiae A12. (C) S. cerevisiae JP1. (D) S. cerevisiae 
CAT-1. (E) S. cerevisiae B1.1. (F) S. cerevisiae G06. (G) S. cerevisiae G10, em meio YPD 20 g/L suplementado com e sem ácido acético. Ácido 























Figura 12. Curva de crescimento das leveduras não-Saccharomyces em ácido acético em microplaca de ELISA 96 poços com intervalo de 
crescimento de 4h de uma leitura para outra em OD 600 nm. Crescimento de (A) C. tropicalis JA2. (B) M. caribbica JA9. (C) S. arborariae. (D) 
S. passalidarum. (E) S. stipitis. (F) Spathaspora sp. JA1. (G) W. anomalus 740, em meio YPD 20 g/L suplementado com e sem ácido acético. 
Ácido acético 1 g/L (■), 5 g/L (▲) e 10 g/L (●); sem ácido acético (♦). Assim, os resultados são mostrados como média e desvio padrão de 






Para facilitar a comparação dos efeitos inibitórios das três concentrações testadas 
dos oito diferentes inibidores, um heat map foi construído (Figura 13). Com base nas 
curvas de crescimento, observou-se que a maioria das leveduras Saccharomyces e não-
Saccharomyces entraram na fase estacionária de crescimento após 24 horas. Por essa 
razão, foi estabelecido este tempo para a construção do heat map. 
Dos três grupos de inibidores, os ácidos orgânicos (ácidos acético e fórmico) 
foram os mais tóxicos nas concentrações avaliadas (Figura 13). Mesmo na concentração 
mais baixa (1g/L), ambos os ácidos inibiram o crescimento de algumas leveduras. Do 
grupo das não-Saccharomyces apenas C. tropicalis JA2, M. caribbica JA9 e W. anomalus 
740 não sofreram inibição na menor concentração. 
Na concentração mediana (5 g/L) e na concentração mais alta (10 g/L) de ácidos 
orgânicos, todas as leveduras foram fortemente inibidas, exceto as cepas de 
Saccharomyces que apresentaram algum crescimento em 5 g/L de ácido acético (Figura 
13). Considerando a molaridade, o ácido fórmico (1 g/L igual a x 0,021 mol/L) foi mais 
inibidor do que o ácido acético (1 g/L igual x 0,016 mol/L) para todas as leveduras (Figura 
13). 
Em geral, o grupo com o menor impacto no crescimento das leveduras foram os 
furaldeídos, uma vez que somente o HMF na concentração mais alta, demonstrou um 
efeito inibitório mais forte sob o crescimento das leveduras comparado as três 
concentrações de furfural. Este demonstrou ter ação somente sobre o crescimento da 
Spathaspora sp. JA1 (acima de 80%) na concentração mais alta (3 g/L). Por outro lado, 
o HMF mostrou forte ação inibitória para as não-Saccharomyces na concentração 5 g/L 
(Figura 13). 
Desse modo, o grupo de compostos fenólicos apresentou efeitos inibitórios 
intermediários quando comparados aos ácidos orgânicos e aos furaldeídos. Vanilina e 
seringaldeido tiveram maior ação inibitória comparados com o ácido ferúlico e ácido 
cumárico, tanto para as leveduras Saccharomyces quanto para as não-Saccharomyces.  
As leveduras Saccharomyces demonstram ser tolerantes aos quatro compostos 
fenólicos testados, com exceção da S. cerevisiae A12, que foi afetada pela vanilina 1,5 
g/L. As leveduras não-Saccharomyces foram afetadas pelas três concentrações de 
vanilina e seringaldeído, mostrando tolerância apenas para ácido cumárico e ácido 
ferúlico, exceto para a concentração mais alta (1,5 g/L). 
Em geral, as linhagens de Saccharomyces demonstraram mais tolerância do que 





características de robustez das Saccharomyces a serem avaliadas durante as etapas de 
fermentação industrial. No entanto, as cepas de cada grupo puderam ser diferenciadas. 
Ao analisar as não-Saccharomyces na presença de inibidores, os testes demonstram que 
as mais tolerantes são as linhagens C. tropicalis JA2, M. caribbica JA9 e W. anomalus 
740 (Figura 13).  
Essas leveduras mostraram tolerância às concentrações mais baixas testadas para 
furfural e HMF e às concentrações mais baixas para os compostos fenólicos, excetuando-
se a vanilina e seringaldeido. As leveduras S. passalidarum, S. arborariae, Spathaspora 
sp. JA1 e S. stiptis demonstraram sofrer inibição em todas as concentrações testadas de 
ácidos orgânicos, furaldeídos e nas concentrações dos compostos fenólicos. 
Entre as S. cerevisiae, as linhagens B1.1, G06 e JP1 pareceram ser mais tolerantes, 
uma vez que essas leveduras não apresentaram inibição ou baixa inibição na presença dos 
quatro compostos fenólicos nas três concentrações testadas. Foram afetadas apenas nas 
concentrações altas dos ácidos orgânicos (10 g/L) e 5 g/L para ácido fórmico e 
apresentaram inibição para os furaldeídos na alta concentração avaliada: 3 g/L e 5 g/L 
para furfural e HMF, respectivamente. Por outro lado, as consideradas menos tolerantes 
foram as cepas de S. cerevisiae A11, A12, G10 e CAT-1, que sofreram inibição na 
presença de pelo menos 50% de vanilina 1,5 g/L. 
A concentração para ácido acético escolhida foi de 5 g/L, por ser uma faixa que já 
causa inibição nos dois grupos de levedura, mas não interrompe completamente o seu 
desempenho. O HMF e a vanilina foram escolhidos de acordo com o heat map, por serem 
os compostos mais tóxicos em seus respectivos grupos e provocarem maior inibição nos 
dois grupos de leveduras.  
As concentrações determinadas foram de 3 g/L para HMF, por ter um efeito 
similar à concentração mais alta de furfural, e também por causar efeito inibitório sem 
afetar completamente o desempenho fermentativo das leveduras. Para a vanilina, foi 
escolhida a concentração 1,5 g/L, por causar efeito inibitório similar a ambos os grupos 
de leveduras. 
 Entre as 14 linhagens de leveduras, sete linhagens foram selecionadas para a 
caracterização do perfil fermentativo, sendo três Saccharomyces (S. cerevisiae JP1, B1.1 
e G06) e quatro não-Saccharomyces (M. caribbica JA9, C. tropicalis, W. anomalus 740 
e Spathaspora sp. JA1). Apesar de a linhagem Spathaspora sp. JA1 ser considerada 
sensível aos inibidores, ela foi selecionada; por apresentar grande potencial como 







Figura 13. Heat map, mostrando o escore inibitório de oito inibidores em três concentrações diferentes no crescimento de leveduras em meio YPD 
20 g/L definido após 24 horas. Todos os valores foram normalizados com o crescimento em meio sem inibidor (OD600 24h - OD600 0h). ex. 
100% OD600 ~1,5 (não inibida) enquanto 0% é igual a OD600 < 0,5 (completamente inibida). AA (ácido acético); AF (ácido fórmico); FU 








9.2. Fermentações comparativas em glicose na presença de inibidores 
(Saccharomyces). 
 
Inicialmente foi realizado os perfis fermentativos de três linhagens leveduras 
Saccharomyces para se comparar o efeito dos inibidores de hidrolisado sobre o 
metabolismo das leveduras. As fermentações foram realizadas em duplicatas biológicas 
sob condições aeróbicas em meio complexo YPD, em frascos Erlenmeyer de 250 mL, 
contendo um volume final de 50 mL.  
Das sete linhagens de Saccharomyces analisadas (Figura 13), três foram 
selecionadas para a fermentação sendo elas: S. cerevisiae B1.1, G06 e JP1. Nesse sentido, 
os inibidores selecionados foram ácidos acético (AA), HMF e vanilina (VA), nas 
concentrações 5, 3 e 1,5 g/L, respectivamente. O perfil fermentativo das leveduras 
também foi avaliado na ausência de inibidor, para fins comparativos com os demais perfis 
adquiridos. 
Na presença de 5 g/L de AA, as três cepas aumentaram levemente a produção de 
etanol nas primeiras oito primeiras horas de fermentação, isso ocorre porque a levedura 
tem a tendência a produzir etanol quando o inibidor se acumula no interior celular levando 
a uma produção elevada de etanol. 
 Enquanto diminuíram a produção de biomassa em 24 horas de fermentação. S. 
cerevisiae G06 e JP1 mostraram um consumo de glicose ligeiramente melhor do que 
B1.1. Após oito horas de fermentação, consumiram cerca de 50% da glicose disponível, 
enquanto o B1.1 consumiu aproximadamente 23% da glicose disponível. De qualquer 
forma, as cepas G06 e JP1 foram capazes de consumir completamente toda a glicose em 
cerca de 24 horas de fermentação, enquanto a B1.1 apresentou glicose residual nas 24 
horas de fermentação (Figura 14). 
As três cepas de Saccharomyces acima mencionadas mostraram perfis 
fermentativos semelhantes na presença de HMF (Fig. 14). Da mesma forma, na presença 
de AA, o consumo de açúcar foi levemente alterado nas primeiras oito horas de 
fermentação, tendo todo o açúcar consumido após 24 horas.  
A produção de biomassa e etanol não foi modificada, mas uma ligeira produção 
de glicerol foi observada (Fig. 14). O glicerol produzido durante a fermentação inicial de 
oito horas para S. cerevisiae G06 foi de 1,88 g/L em comparação com 2,4 g/L e 3,5 g/L 





todos os HMF presentes no meio em cerca de oito horas de fermentação, apresentando 
tolerância semelhante a este composto. 
A vanilina não reduziu o consumo de açúcar e diminuiu a produção final de 
biomassa para todas as três cepas. Entretanto, a produção de etanol foi menos afetada pelo 
inibidor, com S. cerevisiae G06, JP1 e B1.1 produzindo 2,99 g/L, 5,3 g/L e 5,2 g/L de 
etanol em oito horas de fermentação, respectivamente. As três cepas foram capazes de 
converter toda VA presente no meio e produzir etanol em 24 horas (Figura 14).  
A tolerância de S. cerevisiae e não-Saccharomyces a ácidos orgânicos, furaldeídos 
e compostos fenólicos presentes nos hidrolisados lignocelulósicos foi comparada pela 
primeira vez neste estudo. Os resultados demonstraram uma resposta dose dependente de 
todas as leveduras aos inibidores, ou seja, a resposta da levedura ao inibidor varia 
conforme a quantidade de inibidor presente no meio. 
 A resposta dose-dependente das leveduras aos inibidores lignocelulósicos foi 
demonstrada especialmente para as cepas de S. cerevisiae e S. stipitis (ALMEIDA et al., 
2009; LIU; SLININGER; GORSICH, 2005) no entanto, poucos estudos avaliaram e 
compararam a tolerância de outras leveduras. 
Quando Pandey et al. (2019) compararam a tolerância das várias cepas de S. 
cerevisiae, K. marxianus, S. stipitis, C. sheatae, C. lusitaniae, C. albicans, W. anomalus, 
O. thermophile, C. glabrata, P. kudriavzevii, C. dubliniensis e C. tropicalis em relação a 
furfural, HMF, ácido acético e etanol, uma cepa de S. cerevisiae destacou-se como a mais 
promissora para fermentação hidrolisado lignocelulósico. 
 Nossos resultados aqui demonstrados confirmaram os dados anteriormente 
apresentados por Pandey et al., (2019) o qual demonstrou a capacidade mais forte de 
cepas de Saccharomyces de suportar inibidores de hidrolisados lignocelulósicos. 
Nesse sentido, a levedura S. cerevisiae é capaz de tolerar e destoxicar inibidores 
de hidrolisados, como no estudo apresentado por Akillioglu et al. (2011), em que esta 
levedura apresentou potencial de degradação do HMF durante o processo de fermentação. 
As cepas de S. cerevisiae G06 e B1.1 foram isoladas como contaminantes em 
moinhos industriais, elas também podem ter sido selecionadas quanto à robustez. De fato, 
essas três cepas apresentaram resposta muito semelhante aos inibidores avaliados (Fig. 
12). Resultados semelhantes foram observados para Saccharomyces isolados de cepas 
adaptadas na presença de ácido acético, mostrando tolerâncias variáveis, incluindo cepas 
capazes de suportar concentrações de ácido acético tão altas quanto 9 g/L (GONZÁLEZ-






Figura 14. Fermentação de levedura em glicose na presença e ausência de inibidores. Primeira linha: S. cerevisiae JP1. Segunda linha: S. cerevisiae 
B1.1. Terceira linha: S. cerevisiae G06. Primeira coluna: controle (sem presença de inibidor no meio). Segunda coluna: ácido acético 5 g/L. Terceira 
coluna: HMF 3g/L. Quarta coluna: vanilina 1,5 g/L. Glicose g/L (◊); Biomassa g/L (□); Glicerol g/L (○); Etanol g/L (∆); HMF g/L (▲); Vanilina 







9.3. Fermentações comparativas em glicose na presença de inibidores (não-
Saccharomyces) 
 
Os desempenhos fermentativos de não-Saccharomyces C. tropicalis JA2, M. 
caribbica JA9, Spathaspora sp. JA1 e W. anomalus 740 foram avaliados na presença de 
AA 5 g/L, HMF 3 g/L e VA 1,5 g/L. Na ausência de inibidores, leveduras não-
Saccharomyces consumiram toda a glicose no meio e produziram principalmente 
biomassa, etanol e glicerol. A presença de AA afetou a assimilação de açúcar e o 
crescimento de todas as linhagens de leveduras. No entanto, C. tropicalis JA2 e W. 
anomalus 740 foram capazes de apresentar consumo de glicose após oito horas de 
incubação, mesmo com um consumo mais lento por essas leveduras (Figura 15). 
As cepas C. tropicalis JA2 e W. anomalus 740 foram capazes de consumir toda a 
glicose e o AA presentes no meio nas primeiras 48 horas de fermentação. Apesar da 
redução na taxa de consumo de açúcar, ambas as cepas apresentaram produção de 
metabólitos semelhante, quando comparadas à fermentação sem inibidores. Por outro 
lado, Spathaspora sp. JA1 e M. caribbica JA9 mostraram um consumo de açúcar muito 
lento e não foram capazes de consumir a glicose mesmo após 72 horas de fermentação 
(Figura 15). 
Na presença de HMF, todas as leveduras não-Saccharomyces mostraram uma 
capacidade de desintoxicação, pois converteram todo o HMF em, aproximadamente, oito 
horas de fermentação (Figura 15). Como as leveduras Saccharomyces, as leveduras não-
Saccharomyces não foram inibidas por 3 g/L de HMF nas condições testadas. O 
crescimento aeróbio das leveduras pode ter ajudado na desintoxicação rápida desse 
composto (Figura 15). 
Quando na presença de VA, apenas C. tropicalis JA2 não apresentou redução na 
formação de biomassa (Figura 14). A redução da formação de biomassa das leveduras 
Spathaspora sp. JA1, M. caribbica JA9 e W. anomalus 740 foi correlacionada com o 
atraso no consumo de glicose, que levou cerca de 36 horas. Mesmo que a VA fosse 
convertida em Álcool Vanilil em aproximadamente, em 12 horas de fermentação apenas 
a C. tropicalis JA2 apresentou consumo de açúcar mas a formação de biomassa não esta 
semelhante ao do controle (Figura 15). 
De acordo com o estudo de Ruyters et al. (2015), as leveduras Saccharomyces e 





fermentativos uma vez que, são tolerantes a altas concentrações de açúcar (> 55%) para 
glicose e podem tolerar a presença de HMF nas concentrações de 2 a 7 g/L. 
De acordo com o estudo de Blomqvist et al. (2011), a levedura Dekkera 
bruxellensis apresentou melhor crescimento e tolerância quando comparada a uma cepa 
de S. cerevisiae na presença dos inibidores furfural e HMF, nas concentrações 1,5 g/L e 
1,65 g/L, respectivamente. No estudo comparativo de não-Saccharomyces apresentado 
por Mukherjee et al. (2017), leveduras como W. anomalus e C. tropicalis podem tolerar 
uma concentração de até 5 g/L de HMF, enquanto S. cerevisiae é inibida por HMF a uma 
concentração de 5 g/L, mesmo que o HMF seja considerado menos tóxico do que furfural 
em concentração equimolar (PIENKOS; ZHANG, 2009).  
Neste trabalho, mostrou que essas leveduras foram inibidas na concentração de 5 
g/L de HMF, as curvas de crescimento e as fermentações mostraram a capacidade de 
destoxificar o composto, ou seja, converte-lo da sua forma toxica para uma forma menos 
toxica e agressiva ao metabolismo da levedura quando estava na concentração de 3 g/L 
(LIU, 2018; NGUYEN et al., 2018; NGUYEN; IWAKI; IZAWA, 2015; SOARES, 2012). 
Leveduras não-Saccharomyces, por exemplo, C. guilliermondii, são inibidas por 
compostos fenólicos acima de 2 g/L de vanilina e 2 g/L de seringaldeído (CORTEZ; 
ROBERTO, 2010).  
Esses dados foram confirmados neste trabalho, uma vez que leveduras não-
Saccharomyces, como W. anomalus 740, sofreram inibição do crescimento na presença 
de 1,5 g/L de vanilina, mas, nessa concentração elas também tinham a capacidade de 
desintoxicar esse inibidor. Por sua vez, a levedura C. tropicalis JA2 tolerou essa mesma 









Figura 15. Fermentação de levedura em glicose na presença e ausência de inibidores. Primeira linha: C. tropicalis JA2. Segunda linha: Spathaspora 
sp. JA1. Terceira linha: M. caribbica JA9. Quarta linha: W. anomalus 740. Primeira coluna: controle (sem presença de inibidor no meio). Segunda 
coluna: ácido acético 5 g/L. Terceira coluna: HMF 3 g/L. Quarta coluna: vanilina 1,5 g/L. Glicose g/L (◊); Biomassa g/L (□); Glicerol g/L (○); 










Os desempenhos fermentativos de não-Saccharomyces C. tropicalis JA2, M. 
caribbica JA9, Spathaspora sp. JA1 e W. anomalus 740 foram avaliados na presença de 
AA 5 g/L, HMF 3 g/L e VA 1,5 g/L. No perfil dos controles as quatro leveduras 
apresentaram capacidade de consumir xilose e produzir biomassa. Somente as linhagens 
C. tropicalis JA2 e W. anomalus 740 produziram cerca de 3 g/L de xilitol (Figura16). 
Comparado aos inibidores nenhuma das quatro leveduras apresentou capacidade de 
tolerar com eficiência os inibidores avaliados. Os desempenhos fermentativos de C. 
tropicalis JA2, M. caribbica JA9, Spathaspora sp. JA1 e W. anomalus 740 na presença 
de AA 5 g/L, HMF 3 g/L e VA 1,5 g/L também foram avaliados usando xilose como 
única fonte de carbono.  
Na presença de AA 5 g/L, apenas C. tropicalis JA2 apresentou consumo de xilose 
e produziu principalmente biomassa e xilitol durante a fermentação, enquanto as 
leveduras Spathaspora sp. JA1, M. caribbica JA9 e W. anomalus 740 tiveram um 
consumo de xilose pobre ou nenhum e, consequentemente, menor produção de 
metabólitos e biomassa (Figura 16). 
Na presença de HMF e VA, houve um erro experimental na análise inicial da 
xilose, pois o meio possuíam apenas 10 g/L de açúcar disponível em comparação ao 
experimento controle, que possuía 20 g/L de xilose disponível, não sendo possível a 
produção de metabolitos nas mesmas proporções que o perfil controle e AA assim uma 
comparação bem definida e de informações detalhadas sobre esses inibidores ficou 
comprometida.  
Na análise de HMF 3 g/L, pode-se verificar que leveduras não-Saccharomyces 
foram capazes de converter esse inibidor da sua forma mais tóxica (HMF) para a sua 
forma menos toxica, desaparecendo completamente, ao mesmo tempo em que consumiam 
xilose. C. tropicalis JA2 e M. caribbica JA9 foram capazes de consumir completamente 
a xilose em cerca de 30 horas, enquanto Spathaspora sp. JA1 e W. anomalus 740 levaram, 
aproximadamente, 48 horas. Além disso, essas quatro leveduras podem produzir baixos 
níveis de metabólitos, < 2 g/L dos metabólitos (etanol, glicerol e xilitol), mesmo após 72 
horas de fermentação na presença de HMF (Figura 16). 
Por fim, analisando os perfis fermentativos de não-Saccharomyces na presença de 





esse inibidor (Figura 16). No entanto foram capazes de consumir a xilose disponível no 
meio e produzir biomassa. As leveduras passaram a consumir xilose somente após 32 
horas de cultivo e a formação de biomassa pobre foi observada até 72 horas de cultivo. 
Ao final do processo de fermentação de 72 horas, as quatro leveduras produziram 
metabólitos em uma quantidade < 3 g/L. 
Entre as leveduras não-Saccharomyces, C. tropicalis JA2, M. caribbica JA9 e W. 
anomalus 740 mostraram o melhor desempenho de crescimento na avaliação por 
microtitulação. No entanto, quando os desempenhos fermentativos dessas três linhagens 
foram avaliados, M. caribbica JA9 mostrou taxas reduzidas de consumo de açúcar e 
pouca formação de produto na presença de ácido acético, ao contrário das outras duas.  
Esses resultados podem ser explicados pelo isolamento e seleção de C. tropicalis 
JA2 e W. anomalus 740 com base na utilização de xilose em hidrolisados 
lignocelulósicos, enquanto M. caribbica  JA9 foi selecionado apenas pela capacidade de 
utilização de xilose (CARNEIRO; E SILVA; ALMEIDA, 2019; MORAIS JUNIOR et 
al., 2019; PANDEY et al., 2019; TRICHEZ et al., 2019). 
Durante a fermentação da glicose, as leveduras não-Saccharomyces produziram 
etanol e glicerol apenas nas primeiras horas de fermentação e, após um período 
aproximado de 24 horas, começaram a usar etanol e glicerol como fontes secundárias de 
carbono para continuar investindo no crescimento da biomassa. O mesmo pode ser 
observado no trabalho de Nandal; Sharma & Arora. (2020), cujo estudo demonstrou 
rápido consumo de glicose (entre 24 e 48 horas) e gerou alto rendimento de etanol e 
crescimento de biomassa por C. tropicalis Y6 e Pichia stipitis. 
Durante a fermentação de xilose, as leveduras apresentaram baixa produção de 
etanol e glicerol. Tal fato está de acordo com relatos da literatura, nos quais cerca de 1% 
das leveduras não-Saccharomyces que utilizam xilose como fonte de carbono chegam a 
produzir etanol, mesmo após consumir toda a xilose disponível no meio. Quando há 
mistura de glicose e xilose no meio de cultura, as leveduras não-Saccharomyces preferem 
a glicose como carbono primário para investir em crescimento e produção de metabolitos 
(NANDAL; SHARMA; ARORA, 2020). 
As cepas S. stipitis, S. passalidarum, S. arborariae e Spathaspora sp. JA1 foram 
mais afetadas pelos inibidores, mostrando pouco crescimento em placas de 
microtitulação. Outros resultados indicaram que S. stipitis e S. passalidarum apresentam 
bons desempenhos fermentativos em hidrolisados e compostos únicos (CADETE et al., 





comparações diretas não foram realizadas. Tendo em vista que variações experimentais, 
como tamanho do inoculo, concentrações de açúcar e inibidor, causam interferências 
diretas no desempenho das leveduras, a comparação exclusiva realizada neste estudo 
destacou a robustez de C. tropicalis JA2 e W. anomalus 740 em relação a inibidores 
derivados de hidrolisados lignocelulósicos. 
Considerando as concentrações de inibidores normalmente encontradas nos 
hidrolisados de biomassa e utilizadas neste estudo, dentre os oito inibidores avaliados, os 
ácidos acético e fórmico foram os mais tóxicos para leveduras de Saccharomyces, 
enquanto os ácidos cumárico e ferúlico foram os menos tóxicos. Além do ácido acético e 
ácido fórmico, leveduras não-Saccharomyces também apresentaram maior sensibilidade 
ao HMF e à vanilina.  
Apesar de concentrações não-equimolares de inibidores terem sido empregadas 
neste estudo, esses resultados indicaram importantes limiares para o desempenho da 
levedura em cada inibidor. Como a composição dos hidrolisados é variável e depende da 
biomassa e dos processos empregados em seus pré-tratamentos e hidrólise (ALMEIDA 
et al., 2007), esses resultados podem indicar o perfil químico desejável dos hidrolisados 
a serem obtidos. 
No estudo apresentando por Morais Junior et al. (2019), a C. tropicalis JA2 foi 
selecionada como uma cepa tolerante ao hidrolisado de cana-de-açúcar, indicando, assim, 
a sua eficiência de produção de xilitol, tendo o hidrolisado enriquecido com xilose. Já a 
W. anomalus 740 é apresentada no estudo de Carneiro et al. (2019) como um tolerante a 
inibidores de hidrolisado enriquecido com xilose e uma produtora de xilitol. Esses dados 
foram confirmados no presente estudo para ambas as leveduras. 
Neste trabalho, a vanilina, na concentração de 1,5 g/L, demonstrou-se tóxica para 
as leveduras não-Sacccharomyces, afetando o crescimento da biomassa, porém quase não 
afetou o crescimento das leveduras Saccharomyces.  
Assim, foi comprovado pelos dados obtidos que os ácidos orgânicos, os 
furaldeídos e compostos fenólicos em altas concentrações têm maior efeito inibitório 
sobre o perfil de crescimento em duas das quatro leveduras não-Saccharomyces. Além 
disso, foi demonstrado que leveduras não-Saccharomyces são mais sensíveis que as 
Saccharomyces, o que está de acordo com dados previamente reportados por (OLSSON; 
HAHN-HÄGERDAL, 1996). 
Nosso resultados confirmam dados anteriores apresentados com o por exemplo 





Saccharomyces apresentam diferentes graus de tolerância aos inibidores presente no 
hidrolisado lignocelulósico. O mesmo foi observado para as leveduras não-
Saccharomyces. 
Os furaldeídos HMF e furfural, em conjunto, apresentam uma sinergia que 
provoca um maior efeito inibitório sobre o metabolismo das leveduras (ALMEIDA et al., 
2009). No entanto, em um estudo apresentado por Silva et al. (2015), os inibidores HMF 
e furfural, quando analisados separadamente, não apresentaram inibição significativa 
sobre o crescimento da levedura P. stipits. Neste trabalho, quando esses inibidores foram 
avaliados de maneira separada, o HMF demonstrou maior efeito inibitório em relação ao 
furfural sobre as leveduras não-Saccharomyces nas concentrações de 5 e 3 g/L, 
respectivamente. 
No estudo apresentando por Endo et al. (2008), a vanilina demonstrou ser tóxica 
em concentrações altas (> 3 g/L) para as leveduras Saccharomyces, inibindo quase 50% 
o crescimento da levedura quando comparado com concentrações menores. O estudo 
apresentado por Cortez & Roberto (2010) demonstra que há inibição completa de 
crescimento da levedura C. guilliermondii quando esta se encontra na presença de 
vanilina até 3 g/L, tendo a xilose como fonte de carbono. Neste trabalho, foi demonstrado 
que, com a vanilina abaixo de 2 g/L, pode ocorrer o consumo pelas leveduras não-
Saccharomyces devido à baixa concentração no meio, apesar de ela afetar o crescimento 
da biomassa na presença de xilose e glicose como fonte de carbono. 
A tolerância aos inibidores e o desempenho das células durante a fermentação 
estão diretamente ligados ao estresse de adaptação imposto pela fonte de carbono 
utilizada. Desse modo, o efeito do substrato no metabolismo do microrganismo afeta o 
seu comportamento quando este está em contato com um inibidor de hidrolisado 
(JOHANSSON; XIROS; LARSSON, 2014).  
Neste trabalho, essa relação foi apresentada na comparação entre as fermentações 
que utilizaram glicose e xilose como fonte de carbono na presença e na ausência de 
inibidores. As fermentações em xilose demonstraram que as leveduras não-
Saccharomyces necessitavam de mais tempo de adaptação na fermentação tanto para 
consumo, quanto para se adaptar à toxicidade do inibidor presente no meio de cultura, 
quando comparadas na presença de glicose. 
Por fim, as análises do heat map demonstraram que, dentre os oito inibidores 
testados nesse trabalho, os ácidos orgânicos são altamente tóxicos, com destaque para o 





são considerados os menos tóxicos para ambos os grupos de leveduras. No caso, a C. 
tropicalis JA2 mostrou-se a linhagem mais tolerante das não-Saccharomyces e a 
Spathaspora sp. JA1 como a levedura menos tolerante. 
Um mecanismo de saber como ocorrer a resposta de tolerância aos inibidores são 
as expressões genicas ligadas diretamente ao estado de estresse em que a levedura se 
encontra. No trabalho de Ma & Liu (2010), foi listado uma lista de genes que são super-
expressados quando a levedura se encontra na presença de HMF. Alguns desses genes 
são os YAP1, PDR1, PDR3, RPN4 e HSF1 que são genes chaves e reguladores na 
adaptação a fase lag na presença de HMF, outros genes  conhecidos são as ADH6 e ADH7 
(MA; LIU, 2010; NGUYEN; IWAKI; IZAWA, 2015; PETERSSON et al., 2006).  
Já para outros inibidores como o ácido acético alguns genes já são conhecidos 
como responsáveis por responder ao estresse oxidativo na presença do inibidor sendo eles 
ASG1, ADH3, SKS1 e GIS4 (GONZÁLEZ-RAMOS et al., 2016). Por fim para 
compostos fenólicos alguns genes e enzimas são conhecidos devido à grande variedade 
de compostos que podem ser gerados com a quebra da lignina. Pegando como exemplo a 
vanilina que é a mais estudada na literatura, o gene ADH7 é produzido como resposta a 
tolerância na presença do inibidor, enquanto a enzima vanillin dehydrogenase activity 
atua na resposta de catalises de reação ao estresse auxiliadas com cofatores NAD+ 
(NGUYEN; IWAKI; IZAWA, 2015; SGD, 2020). 
Recentemente em um estudo elaborado por Nguyen et al (2018) o gene expresso 
VFH1 (Yll056C) promove a formação da proteína de forma significativa em situação de 
alto estresse causado pela presença de vanilina. Além disso já foi demonstrado na 
literatura que o promotor VFH1 permitiu a síntese de proteínas de outros genes incluindo 
GFP e ALD6 também sob estresse severo de vanilina, por exemplo, numa concentração 
acima de 3 g/L para leveduras S. cerevisiae. Também é sabido que  esse gene VHF1 é 
induzido pela presença dos inibidores furfural e HMF em diferentes concentrações 
durante a fase de estresse oxidativo da fase lag (NGUYEN et al., 2018; SGD, 2020).  
Em conclusão, este trabalho mostrou a resposta dose-dependente de leveduras em 
relação a oito diferentes inibidores derivados de hidrolisados lignocelulósicos. Entre as 
quatorze leveduras comparadas, as linhagens de S. cerevisiae apresentaram tolerância 
maior, mas, mesmo entre elas, algumas linhagens com tolerâncias mais altas puderam ser 
identificadas. Entre sete espécies de não-Saccharomyces, C. tropicalis JA2 e W. 
anomalus 740 apareceram como as mais tolerantes, enquanto as cepas de Spathaspora 





relacionados aos processos de isolamento e seleção dessas leveduras. Uma comparação 
cuidadosa das respostas de tolerância aos inibidores deve ser realizada no futuro para 



































Figura 16. Fermentação de levedura em xilose na presença e ausência de inibidores. Primeira linha: C. tropicalis JA2. Segunda linha: Spathaspora 
sp. JA1. Terceira linha: M. caribbica JA9. Quarta linha: W. anomalus 740. Primeira coluna: controle (sem presença de inibidor no meio). Segunda 
coluna: ácido acético 5 g/L. Terceira coluna: HMF 3g/L. Quarta coluna: vanilina 1,5 g/L; Xilose g/L (◊); Biomassa g/L (□); Glicerol g/L (○); Etanol 








Os resultados de caracterização e potencial biotecnológico das leveduras 
Spathaspora sp. JA1 e M. caribbica JA9 foram avaliados nesse trabalho demostraram 
que essas duas linhagens apresentam capacidade de consumir xilose e produzirem xilitol 
na presença do hidrolisado lignocelulósico. 
Os resultados experimentais demonstram que é possível obter linhagens de 
leveduras não-Saccharomyces com diferentes graus de tolerância a diferentes inibidores 
presentes no hidrolisado lignocelulósico. Também é possível demonstrar que ambos os 
grupos de leveduras apresentaram diferentes graus de tolerância aos inibidores avaliados 
neste trabalho. 
Entre os dois grupos de leveduras avaliados, o grupo das Saccharomyces 
demonstrou-se mais tolerante aos inibidores de hidrolisado, sendo mais afetadas 
principalmente pelos ácidos orgânicos, com destaque para o ácido fórmico, o qual, numa 
concentração de 5 g/L, interfere em seu crescimento. 
Dentre as leveduras avaliadas neste experimento, destacam-se como mais 
tolerantes aos inibidores as linhagens C. tropicalis JA2, W. anomalus 740, S. cerevisiae 
G06, B1.1 e JP1. Essas leveduras apresentaram melhores taxas de crescimento e 
produtividade de metabólitos como o etanol e glicerol tanto no perfil fermentativo quanto 
nas curvas de crescimento.  
Dessa maneira, os perfis fermentativos das leveduras demonstram que todas as 
leveduras avaliadas na presença de inibidores ocorrem a destoxificação biológica, cuja 
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Apêndice A: Curvas de crescimento na presença de inibidores das leveduras 




Figura 1. Curva de crescimento (A) S. cerevisiae A11; (B) S. cerevisiae A12; (C) S. 
cerevisiae B1.1 (D) S. cerevisiae CAT-1; (E) S. cerevisiae G06; (F) S. cerevisiae G10; 
(G) S. cerevisiae JP1. Ácido fórmico 1 g/L (■), 5 g/L (▲) e 10 g/L (●); sem ácido fórmico 



















Figura 2. Curva de crescimento (A) S. cerevisiae A11; (B) S. cerevisiae A12; (C) S. 
cerevisiae B1.1 (D) S. cerevisiae CAT-1; (E) S. cerevisiae G06; (F) S. cerevisiae G10; 
(G) S. cerevisiae JP1. Furfural 0,5 g/L (■), 1 g/L (▲) e 3 g/L (●); sem furfural (♦). Os 




























Figura 3. Curva de crescimento (A) S. cerevisiae A11; (B) S. cerevisiae A12; (C) S. 
cerevisiae B1.1 (D) S. cerevisiae CAT-1; (E) S. cerevisiae G06; (F) S. cerevisiae G10; 
(G) S. cerevisiae JP1. HMF 0,5 g/L (■), 1 g/L (▲) e 3 g/L (●); sem HMF (♦). Os 





























Figura 4. Curva de crescimento (A) S. cerevisiae A11; (B) S. cerevisiae A12; (C) S. 
cerevisiae B1.1 (D) S. cerevisiae CAT-1; (E) S. cerevisiae G06; (F) S. cerevisiae G10; 
(G) S. cerevisiae JP1. Vanilina 0,5 g/L (■), 0,75 g/L (▲) e 1,5 g/L (●); sem vanilina (♦). 





























Figura 5. Curva de crescimento (A) S. cerevisiae A11; (B) S. cerevisiae A12; (C) S. 
cerevisiae B1.1 (D) S. cerevisiae CAT-1; (E) S. cerevisiae G06; (F) S. cerevisiae G10; 
(G) S. cerevisiae JP1. Seringaldeido 0,5 g/L (■), 0,75 g/L (▲) e 1,5 g/L (●); sem 
Seringaldeido (♦). Os resultados são mostrados como média e desvio padrão de triplicata 


























Figura 6. Curva de crescimento (A) S. cerevisiae A11; (B) S. cerevisiae A12; (C) S. 
cerevisiae B1.1 (D) S. cerevisiae CAT-1; (E) S. cerevisiae G06; (F) S. cerevisiae G10; 
(G) S. cerevisiae JP1. Ácido ferúlico 0,5 g/L (■), 0,75 g/L (▲) e 1,5 g/L (●); sem ácido 
ferúlico (♦). Os resultados são mostrados como média e desvio padrão de triplicata técnica 








Figura 7. Curva de crescimento (A) S. cerevisiae A11; (B) S. cerevisiae A12; (C) S. 
cerevisiae B1.1 (D) S. cerevisiae CAT-1; (E) S. cerevisiae G06; (F) S. cerevisiae G10; 
(G) S. cerevisiae JP1. Ácido cumárico 0,5 g/L (■), 0,75 g/L (▲) e 1,5 g/L (●); sem ácido 
cumárico (♦). Os resultados são mostrados como média e desvio padrão de triplicata 
































Figura 8. Curva de crescimento (A) C. tropicalis JA2; (B) M. caribbica JA9; (C) S. 
arborariae (D) S. passalidarum; (E) S. stipitis; (F) Spathaspora sp. JA1; (G) W. anomalus 
740. Ácido fórmico 1 g/L (■), 5 g/L (▲) e 10 g/L (●); sem ácido fórmico (♦). Os 









Figura 9. Curva de crescimento (A) C. tropicalis JA2; (B) M. caribbica JA9; (C) S. 
arborariae (D) S. passalidarum; (E) S. stipitis; (F) Spathaspora sp. JA1; (G) W. anomalus 
740. Furfural 0,5 g/L (■), 1 g/L (▲) e 3 g/L (●); sem furfural (♦). Os resultados são 







Figura 17. Curva de crescimento (A) C. tropicalis JA2; (B) M. caribbica JA9; (C) S. 
arborariae (D) S. passalidarum; (E) S. stipitis; (F) Spathaspora sp. JA1; (G) W. anomalus 
740. HMF 0,5 g/L (■), 1 g/L (▲) e 3 g/L (●); sem HMF (♦). Os resultados são mostrados 










Figura 11. Curva de crescimento (A) C. tropicalis JA2; (B) M. caribbica JA9; (C) S. 
arborariae (D) S. passalidarum; (E) S. stipitis; (F) Spathaspora sp. JA1; (G) W. anomalus 
740. Vanilina 0,5 g/L (■), 0,75 g/L (▲) e 1,5 g/L (●); sem vanilina (♦). Os resultados são 









Figura 12. Curva de crescimento (A) C. tropicalis JA2; (B) M. caribbica JA9; (C) S. 
arborariae (D) S. passalidarum; (E) S. stipitis; (F) Spathaspora sp. JA1; (G) W. anomalus 
740. Seringaldeido 0,5 g/L (■), 0,75 g/L (▲) e 1,5 g/L (●); sem seringaldeido (♦). Os 









Figura 13. Curva de crescimento (A) C. tropicalis JA2; (B) M. caribbica JA9; (C) S. 
arborariae (D) S. passalidarum; (E) S. stipitis; (F) Spathaspora sp. JA1; (G) W. anomalus 
740.  Ácido ferúlico 0,5 g/L (■), 0,75 g/L (▲) e 1,5 g/L (●); sem ácido ferúlico (♦). Os 











Figura 14. Curva de crescimento (A) C. tropicalis JA2; (B) M. caribbica JA9; (C) S. 
arborariae (D) S. passalidarum; (E) S. stipitis; (F) Spathaspora sp. JA1; (G) W. anomalus 
740. Ácido cumárico 0,5 g/L (■), 0,75 g/L (▲) e 1,5 g/L (●); sem ácido cumárico (♦). Os 
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